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ABSTRAKT 
Kiss-neuroner har en betydning for kønsmodningen i mennesket, mens denne funktion i 
Drosophila melanogaster sandsynligvis varetages af PTTH-neuroner. Dette projekt 
omhandler nærings indflydelse på stimulering af disse neuroner, og fokus er på begge 
organismers insulin/IGF- og TOR-pathways samt leptin-pathwayen i mennesket. 
Vi undersøger eksperimentelt betydningen af IIS og dTOR-signalering i PTTH-
neuronerne for metamorfosens timing i Drosophila. Vores resultater indikerer, at 
nedregulering af IIS-aktivitet eller opregulering af dTOR-aktivitet i PTTH-neuronerne 
udsætter metamorfosen, mens opregulering af IIS-aktivitet eller nedregulering af dTOR 
aktivitet ikke forskyder metamorfosen signifikant. Vi foreslår, at IIS og dTOR-
pathwayen, på trods af at være forbundne, kan spille forskellige roller for timingen af 
metamorfosen. Vores resultater antyder ligeledes, at PTTH-neuronerne også bliver 
reguleret af andre faktorer. 
Ud fra andres forskning, lader det til, at især leptin og IGF-1 i mennesket er vigtige for 
koblingen mellem næring og igangsættelse af pubertet via Kiss-neuronerne. Insulin, der 
umiddelbart ikke stimulerer Kiss-neuronerne, har dog også en betydning for 
kønsmodning. mTOR spiller en central rolle for mediering af signaler fra leptin, IGF-1 og 
insulin. Disse hormoner påvirker sandsynligvis forskellige nervecentre, hvilket tyder på, 
at der kan være en forskellig effekt af mTOR-aktivering, afhængigt af hvor og hvordan 
mTOR aktiveres. Det vil kræve yderligere forskning at klarlægge koblingen mellem 
næring og kønsmodning.  
ABSTRACT 
Kiss neurons have an impact on sexual maturation in humans, whereas this function in 
Drosophila melanogaster is most likely mediated by PTTH-neurons. This project 
concerns the influence of nutrition on the stimulation of these neurons, and the focus is 
the insulin/IGF- and TOR-pathways, in both organisms and the leptin-pathway in 
humans.  
Our experiment examines the importance of IIS and dTOR signaling in PTTH neurons on 
the timing of metamorphosis in Drosophila. Our results indicate that downregulated IIS 
activity or upregulated dTOR activity in the PTTH neurons postpone metamorphosis, 
whereas upregulated IIS activity or downregulated dTOR activity did not significantly 
alter the timing of metamorphosis. We suggest that the IIS and dTOR pathway, despite 
being linked, also play different roles in regards to the timing of metamorphosis. Our 
results further suggest that PTTH neurons are regulated by other factors.  
Based on the research of others, it seems that especially leptin and IGF-1 in humans is 
important for the linking of nutrition and onset of puberty by Kiss neurons. Insulin 
which does not directly stimulate Kiss neurons, also has an impact on sexual maturation. 
mTOR plays a pivotal role in mediation of signals from leptin, IGF-1 and insulin. These 
hormones probably affect different nerve centers, suggesting a possible different effect 
of mTOR activation, depending on where and how mTOR is activated. It will require 
further research to clarify the link between nutrition and sexual maturation.  
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FORKORTELSER 
4E-BP - 4E-bindende protein 
20E - 20-hydroxyecdyson 
AMP - Adenosin monofosfat 
AMPK - AMP-aktiverende proteinkinase 
APVP - Anteroventral periventricular 
nucleus  
Arc - Arcuate nucleus  
ATP -Adenosin trifosfat 
DILP - Drosophila insulin-lignende 
peptid 
dTOR -  Drosophila Target of Rapamycin 
EcR - Ecdysonreceptor 
eIF4E - Eukaryot translations-
initiationsfaktor 4E   
EÆ - Efter æglægning 
FOXO - Forkhead Box – Class O  
FSH - Follikelstimulerende hormon 
GABA - γ-aminobutyric acid 
GAP - GTPase aktiverende protein 
GDP - Guanosin difosfat 
GnRH - Gonadotropin-releasing 
hormone  
GPR54 - G-proteinkoblet receptor 54 
GTP - Guanosin trifosfat 
HPG - Hypotalamus-hypofyse-gonade 
(Hypothalamic-pituitary-gonadal) 
HSD - Honestly-significant difference  
IGF-1 - Insulin-lignende vækstfaktor 1 
IIS - Insulin/IGF-1 system 
InR - Insulinreceptor (i Drosophila) 
IR - Insulinreceptor (i mennesket) 
IRS - Insulinreceptor-substrat 
Jak2 - Janus kinase 2 
JH - Juvenilhormon 
Kiss - Kisspeptin  
LepR - Leptinreceptor 
LH - Luteiniserende hormon 
MAPK - Mitogen-aktiveret proteinkinase 
MCH - Melanine concentrating hormone  
Met - Methoprenetolerante 
mTOR - Mammalian Target of 
Rapamycin 
NPY - Neuropeptid Y 
PDK - Phosphoinositol-dependent 
protein kinase  
PG - Protorakisk kirtel (Prothoracic 
gland)  
PI3K - Phosphatidylinositide 3-kinase 
PIP2 - Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate 
PIP3 - Phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate 
PTTH - Prothoracicotropic hormone 
Rheb - Ras homologue enriched in brain  
RNA - Ribonukleinsyre 
RNAi - RNA interferens 
S6K1 - Ribosomal protein S6 kinase 
SE - Standardfejl (Standard error) 
TOR - Target of Rapamycin 
TORC1 - TOR Complex 1  
TORC2 - TOR Complex 2  
TSC1 - Tuberous Schlerosis Complex 1  
TSC2 - Tuberous Schlerosis Complex 2 
UAS - Upstream Activating Sequence 
VDRC - Vienna Drosophila RNAi 
Collection 
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INDLEDNING 
Puberteten i mennesker kan blandt andet karakteriseres ved stigende niveauer af 
kønshormoner, der er afgørende for den seksuelle modning ved overgangen fra barn til 
voksen [Johnson og Everitt, 2007, s. 133]. Proteinet kisspeptin spiller en rolle i 
opreguleringen af disse steroider op til pubertetens start, men hvilke mekanismer der 
aktiverer de neuroner, der udskiller kisspeptin mangler stadig at blive afklaret 
[Reviewet i Dungan et al., 2006]. Flere studier indikerer, at næring kan have en 
betydning for denne aktivering [Castellano et al., 2005; Hiney et al. 2009; Roa et al., 
2009a]. I den vestlige verden ses, specielt hos piger, en tendens til at alderen for 
pubertetens start er faldende. Dette er sammenfaldende med, at overvægt er et stigende 
problem hos børn. Det kunne derfor tænkes at overernæring fremskynder puberteten 
[Livescience, set d. 26/05-2010]. 
Puberteten i mennesker kan sammenholdes med metamorfosen i insekter. 
Metamorfosen er den fase, hvor organismen forvandler sig fra en larve til et kønsmodent 
insekt [Ashburner et al., 2005, s. 122]. Hos fluen Drosophila melanogaster er 
metamorfosen associeret med en stigning i steroidhormonet ecdyson, der reguleres af 
prothoracicotropic hormone (PTTH), der således spiller en afgørende rolle for 
igangsættelsen af metamorfosen. Hvad der aktiverer udskillelsen af PTTH er stadig uvist 
[Reviewet i Mirth og Riddiford, 2007].   
Således reguleres både metamorfosen og puberteten af et hormon, produceret i 
neuroner i hjernen, der stimulerer produktionen af steroider. De sammenlignelige 
aspekter gør, at vi vælger at betragte Drosophilas metamorfose som analog til 
puberteten i mennesker.  
Ved at benytte Drosophila som modelsystem, vil vi derfor eksperimentelt undersøge 
hvilke næringsrelaterede signaler, der har en rolle i igangsættelsen af metamorfosen hos 
Drosophila, og som derfor muligvis også har betydning for pubertetens start i 
mennesket.  
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PROBLEMFORMULERING  
Hvilken betydning har næring for udskillelsen af henholdsvis kisspeptin og 
prothoracicotropic hormone ved initiering af kønsmodning i henholdsvis mennesket og 
Drosophila melanogaster? 
METODE 
For at kunne besvare problemformuleringen har vi valgt at kombinere et eksperimentelt 
studie med et litteraturstudie af metamorfosens igangsættelse hos Drosophila 
melanogaster, samt at lave et litteraturstudie af mekanismerne bag igangsættelsen af 
puberteten hos mennesker. Vi mener, at metamorfosen hos Drosophila og puberteten i 
mennesket kan sammenholdes, idet begge processer involverer øget hormonaktivitet, 
der fører til kønsmodning. Fokus i rapporten er at undersøge de specifikke faktorer, der 
forårsager denne stigning i hormonaktivitet, dvs. henholdsvis aktiveringen af PTTH-
neuronerne i Drosophila og aktiveringen af Kiss-neuronerne i mennesket, da disse 
mekanismer endnu ikke er klarlagte.  
Som nævnt har vi eksperimentelt undersøgt forskellige faktorer, der kunne have 
indflydelse på aktiveringen af PTTH-neuronerne i Drosophila. Her startede vi med at 
screene fire forskellige knockdownlinjer af arten Drosophila melanogaster i forhold til 
linjernes udviklingshastighed. I alle linjer er specifikke receptorer nedreguleret i PTTH-
neuronerne. Resultaterne fra screeningseksperimentet tydede på, at en nedregulering af 
næringsrelaterede pathways i Drosophila kan være betydende for metamorfosens start. 
Derfor har vi i det endelige eksperiment valgt at fokusere på nærings mulige indflydelse 
på aktiveringen af PTTH-neuronerne ved metamorfosens start. På baggrund af dette har 
vi igennem rapporten ligeledes valgt at fokusere på nærings indflydelse på 
igangsættelsen af kønsmodning. Dette har vi gjort ved at undersøge udvalgte metabolske 
pathways og diskutere faktorer såsom vægt og fedtmasse.  
Vi har valgt at skrive en videnskabelig artikel over resultaterne fra vores eksperiment. 
Målet med artiklen er, at den skal kunne læses uafhængigt af resten af rapporten, og der 
er en forudsætning, at læseren har et vist kendskab til feltet. Dog ønsker vi, at det 
samlede projekt skal appellere til en bredere målgruppe, hvorfor der i ”Kapitel 1: 
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Drosophila” vil være uddybende teori, der leder op til artiklen. Dette vil indeholde en 
generel beskrivelse af Drosophilas udvikling samt udvalgte næringsrelaterede 
mekanismer, der muligvis kan aktivere PTTH-neuronerne. Der vil derfor være 
sammenfald i teorierne, der opstilles i den videnskabelige artikel og i kapitlet om 
Drosophila. Idet artiklen er en integreret del af projektet, kan rapporten ikke stå alene. 
Den videnskabelige artikel er at finde i ”Kapitel 2: Videnskabelig artikel”. 
I ”Kapitel 3: Mennesket” beskrives Kiss-neuronernes rolle for igangsættelsen af 
puberteten, samt hvilke mekanismer, der kunne aktivere og regulere disse. Her vil vi 
ligeledes have fokus på næring som mulig regulator for frigivelsen af kisspeptin. I 
”Kapitel 4: Diskussion” vil vi fokusere på nærings indflydelse på aktiveringen af Kiss-
neuronerne i mennesket, idet teorier om aktiveringen af PTTH-neuronerne i Drosophila 
vil blive diskuteret i den videnskabelige artikel.  Her vil vi ligeledes sammenholde vores 
konklusioner fra den videnskabelige artikel med studier af mekanismerne i mennesket.  
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1.1 DROSOPHILAS UDVIKLING  
Drosophilas udvikling fra æg til flue varer ca. 8,5 dage under optimale forhold ved 25 ˚C 
[Ashburner et al., 2005, s. 122]. I denne periode undergår fluen flere hudskift samt 
metamorfose, der er transformationen fra den umodne larve til den kønsmodne flue. 
Drosophilas livscyklus kan opdeles i fem faser; embryo, larvestadier, præpuppe, puppe 
og adult (se figur 1).  
 
Figur 1 – Drosophilas livscyklus [modificeret efter Department of Biochemistry, set d. 13/5 -10]: Figuren 
illustrerer Drosophilas livscyklus fra embryo til voksen flue. Efter et døgn udklækkes en larve, som på dette 
tidspunkt befinder sig i 1. larvestadie. Der er i alt tre larvestadier, som efterfølges af metamorfosen. Under 
denne, forpupper larven sig og transformeres til en voksen flue [Ashburner et al., 2005, s 3 og 122]. 
Kort tid efter befrugtning lægger Drosophila æg, som udklækkes efter ca. 22-24 timer 
[Ashburner et al., 2005, s. 122]. Drosophila har tre larvestadier, hvor de første to varer 
24 timer, mens det sidste varer 48 timer [Ashburner og Wright, 1978, s. 3]. Efter fem 
dage vil larven igangsætte dannelse af puparium. Her forkortes larven til 2/3 af dens 
længde, dens forreste spirakler skydes ud og huden fortykkes, hvorved præpuppen er 
dannet [Ashburner og Wright, 1978, s. 3]. I flere larvespecifikke væv igangsættes nu 
apoptose og larvens imaginale disks differentieres og danner ophav til adulte strukturer 
[Robertson, 1936]. 12 timer efter dannelse af puparium, skydes hovedet ud af pupariet, 
hvorefter den egentlige puppe er dannet [Robertson, 1936]. Efter ca. 4,5 dage udklækkes 
fluen, og larven har hermed undergået metamorfose [Ashburner et al., 2005, s. 122].  
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1.2 METAMORFOSEN START 
Timing og koordinering af hudskift og metamorfose hos Drosophila kontrolleres 
primært af niveauet af hormonet 20-hydroxyecdyson (20E) (se figur 2) [reviewet i 
Thummel, 2001], hvis receptor er en heterodimer af ecdysonreceptoren (EcR) og 
ultraspiracle [Yao et al., 1993]. Niveauet af 20E er afhængigt af produktionen af ecdyson, 
der dannes fra kolesterol i den protorakiske kirtel (prothoracic gland, PG), som er 
insektets primære endokrine organ og en del af fluens ringkirtel. Fra PG frigives ecdyson 
til hæmolymfen, hvorefter det omdannes til det aktive hormon 20E i det perifere væv 
[reviewet i Thummel, 2001]. Igennem rapporten vil vi ikke skelne mellem de forskellige 
former af steroidhormonet, men blot betegne dem ecdyson.  
 
Figur 2 – Ecdysonniveauet under Drosophilas udvikling [modificeret efter Thummel, 2001]: På 
figuren ses koncentrationen af ecdyson i de forskellige stadier i Drosophilas livscyklus. 
Ecdysonkoncentrationen er vist i pg/mg på y-aksen og på x-aksen ses antal dage efter dannelse af 
embryo. Det ses, at overgangen fra et larvestadie til et andet, samt metamorfosens start, kan 
sættes i forbindelse med et kraftigt øget ecdysonniveau.  
Det er vist, at aktiviteten af ecdyson i Drosophila er tæt knyttet til aktiviteten af 
prothoracicotropic hormone (PTTH), der udskilles fra to par neuroner i hjernen, PTTH-
neuronerne, hvis axoner har direkte kontakt til PG [McBrayer et al., 2007]. En 
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illustration af dette er vist på figur 3. Her bindes PTTH til såkaldte Torso-receptorer i 
celleoverfladen, hvilket fører til en øget omdannelse af kolesterol til ecdyson [Rewitz et 
al., 2009].  
 
Figur 3 – Forbindelse mellem PTTH-neuroner og ringkirtel: a) [egen illustration]: I Drosophila udskilles PTTH 
fra et par neuroner i hver hjernehalvdel, kaldet PTTH-neuroner, hvis axoner har direkte kontakt til PG i 
ringkirtlen [McBrayer et al., 2007].  Her bindes PTTH til såkaldte Torso-receptorer i celleoverfladen, hvilket 
fører til en øget omdannelse af kolesterol til ecdyson [Rewitz et al., 2009]. b) [McBrayer et al., 2007]: Billede 
af PTTH-neuroner (grøn fluorescens) i Drosophila, der går fra hjernen ned til PG (rød fluorescens).  
Den øgede produktion af ecdyson stimulerer, som nævnt, overgangen fra et livsstadie til 
et andet. På figur 2 ses det, at der især ved overgangen fra tredje larvestadie til 
metamorfosen kræves øgede niveauer af ecdyson. Da PTTH som nævnt, stimulerer 
produktionen af ecdyson, er frigivelsen af PTTH især vigtig ved overgangen fra tredje 
larvestadie til metamorfosens start [reviewet i Mirth og Riddiford, 2007].  Spørgsmålet 
om hvad der igangsætter metamorfosen er således i et vist omfang et spørgsmål om, 
hvad der aktiverer PTTH-neuronerne.  
Juvenilhormon (JH) er vigtigt for vækst, samt overgangen fra et larvestadie til et andet. 
Hormonet sørger desuden for, at Drosophila forbliver i et juvenilt stadie, indtil den er 
vokset tilstrækkeligt til at kunne gå i metamorfose (se afsnit 1.3) [reviewet i Riddiford et 
al., 2003]. Dette sker ved, at JH hæmmer udskillelsen af PTTH og derved produktionen af 
ecdyson [Nijhout og Williams, 1974].  JH produceres i og frigives fra corpus allatum i 
ringkirtlen [reviewet i Rybczynski, 2005], og bindes til Methoprenetolerante (Met) 
receptorer, som menes at formidle JH-signalering [Miura et al., 2005]. Koncentrationen 
af JH er øget ved hudskift, hvorfor metamorfosen ikke igangsættes, hvorimod JH-
koncentrationen falder gennem tredje larvestadie, efter larven har nået kritisk vægt (se 
11 
 
afsnit 1.3) [reviewet i Nijhout, 2003]. Når niveauet af JH er sænket tilstrækkeligt, frigives 
PTTH, hvormed koncentrationen af ecdyson øges, og metamorfosen igangsættes 
[reviewet i Nijhout, 2003]. En høj koncentration af JH sørger således for, at larven ikke 
undergår metamorfose men blot gennemgår et nyt hudskifte [reviewet i Rybczynski, 
2005].  
Selvom PTTH er vigtigt for metamorfosens igangsættelse, er hormonet dog ikke 
essentielt for, at processen kan forløbe. Det er således vist, at mangel på PTTH ikke 
resulterer i manglende forpupning, men blot udskyder puppestadiet, da især tredje 
larvestadie forlænges [McBrayer et al., 2007]. Fordi puppestadiet udskydes, forlænges 
den periode hvor larven kan indtage føde, hvilket resulterer i større fluer [McBrayer et 
al., 2007]. Selvom dette forsøg viser, at metamorfosen kan forløbe på trods af mangel på 
PTTH, viser det dog også, at PTTHs tilstedeværelse er afgørende for timingen af 
metamorfosens igangsættelse. En forståelse af reguleringen og frigivelsen af PTTH er 
således central for at få indsigt i de mekanismer, der regulerer udviklingen i Drosophila 
[McBrayer et al., 2007]. Studier af flere insekter indikerer, at frigivelsen af PTTH, 
foruden JH, er kontrolleret af Drosophilas næringstilstand, hvilket uddybes herunder. 
1.3 NÆRINGS INDFLYDELSE PÅ METAMORFOSENS START 
Det er ikke muligt for Drosophila at indtage føde i puppestadiet, og derfor er et 
tilstrækkeligt lager af næring påkrævet, for at den kan gennemføre metamorfosen. Hos 
Drosophila må larven således gennemgå flere checkpoints for at sikre, at den har opnået 
en passende størrelse, og dermed har opbygget dette lager [McBrayer et al., 2007]. 
Næringslager findes primært i fedtlegemet [McBrayer et al., 2007], der er det væv i 
insekter, der er homolog til vertebraters lever og adipøse væv[reviewet i Canavoso et al., 
2001]. Det første næringsrelaterede checkpoint kaldes minimal levedygtig vægt, mens 
det andet checkpoint kaldes kritisk vægt.  Minimal levedygtig vægt er defineret som den 
minimale vægt, hvor larvens lager af næring er tilstrækkeligt til at overleve 
metamorfosen, mens kritisk vægt er den vægt, hvorved metamorfosen ikke længere kan 
bremses eller forsinkes, idet aktiveringen af PTTH-neuronerne og udskillelsen af 
ecdyson er blevet igangsat [reviewet i Mirth og Riddiford, 2007]. I Drosophila opnås 
minimal levedygtig vægt kort før kritisk vægt, og det menes derfor, at det er kritisk vægt, 
og ikke minimal levedygtig vægt, som er signalet, der igangsætter udskillelsen af PTTH 
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og dermed metamorfosen [reviewet i Mirth og Riddiford, 2007]. Perioden fra Drosophila 
har opnået kritisk vægt til metamorfosen starter kaldes Terminal Growth Period 
[reviewet i Shingleton et al., 2007]. Der er ligeledes en kontrolmekanisme for foto-
periode, der indebærer, at PTTH kun kan frigives i løbet af en periode på otte timer hver 
dag [Truman og Riddiford, 1974]. Hvis kritisk vægt opnås herefter, fortsætter larven 
med at optage føde, indtil næste fotoperiodiske åbning indtræder.  
Der er flere indikationer på, at kritisk vægt registreres igennem metabolske pathways. 
Nedenfor vil vi beskrive to pathways, der begge registrerer næring, og som vi senere vil 
benytte i vores eksperiment. 
1.3.1 INSULIN/IGF-SYSTEMET 
Drosophilas insulinreceptor (InR) kan aktiveres af flere forskellige ligander, kaldet 
Drosophila insulin-lignende peptider (DILP), og er betydende for reguleringen af vækst 
og metabolisme [reviewet i Claeys et al., 2002]. I Drosophila varetager DILP de 
funktioner, som i mennesket varetages af insulin og insulin-lignende vækstfaktor 1 
(insulin-like growth factor 1, IGF-1) (se afsnit 3.2.1) [reviewet i Barbieri et al. 2003], og 
kaldes derfor for insulin/IGF-systemet (IIS). Aktivering af IIS sker ved, at DILP bindes til 
InR, hvorefter et InR substratprotein, kaldet CHICO, kan bindes intracellulært til InR (se 
figur 4) [Brogiolo et al., 2001; Böhni et al., 1999]. Dermed kan phosphatidylinositide 3-
kinase (PI3K) bindes til komplekset, hvorved PI3K aktiveres [reviewet i Mirth og 
Riddiford, 2007]. PI3K kan efter aktivering fosforylere phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PIP2), som derved omdannes til phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 
(PIP3). Når koncentrationen af PIP3 øges, rekrutteres phosphoinositol-dependent 
protein kinase (PDK) til membranen, der igen rekrutterer og aktiverer proteinkinasen 
Akt [Verdu et al., 1999]. Akt har flere forskellige funktioner i cellen, hvor den bl.a. øger 
cellens energiforsyning ved at rekruttere glukosetransportører til cellemembranen og 
fremme dannelsen af glykogen. Akt fremmer ligeledes cellevækst ved at forhindre 
transkriptionsfaktoren Forkhead Box – Class O (FOXO) i at trænge ind i nukleus. Når 
FOXO er lokaliseret i nukleus, hæmmer den vækst ved at aktivere transkriptionen af 
initiationsfaktor 4E-bindende protein (4EBP), der hæmmer translation [Puig et al., 
2003]. Derudover fremmer Akt vækst indirekte ved at hæmme Tuberous Schlerosis 
Complex 1 og 2 (TSC1/TSC2) komplekset, der hæmmer Drosophila Target of Rapamycin 
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(dTOR), som er nødvendig for kontrol af cellevækst i Drosophila (se afsnit 1.3.2) 
[reviewet i Mirth og Riddiford, 2007]. Herved er IIS-signalering styrende for Drosophilas 
metabolisme og vækst.  
 
Figur 4 – IIS og dTOR signalering [modificeret efter Mirth og Riddiford, 2007]: DILP kan aktivere InR, 
hvormed substratet CHICO og PI3K kan bindes til receptoren. PI3K kan fosforylere PIP2 til PIP3, hvormed PDK 
rekrutteres til membranen og aktiverer kinasen Akt. Dette medfører bl.a. en rekruttering af 
glukosetransportører til cellemembranen, en hæmning af FOXO og hæmning af TSC1/TSC2-komplekset. 
TSC1/TSC2-komplekset kan hæmme Rheb, som er en aktivator af dTOR. dTOR Kan fremme proteinsyntese 
ved en fosforylering af 4EBP og S6K, og regulere cellers energibalance og koordinere deres vækst ud fra det 
lokale næringsmiljø, såsom niveauet af frie aminosyrer [reviewet i Mirth og Riddiford, 2007]. 
1.3.1.1 IIS-SIGNALERING VED IGANGSÆTTELSE AF METAMORFOSEN 
Idet IIS-signalering er styrende for Drosophilas vækst, og at opnåelse af kritisk vægt er 
afgørende for igangsættelsen af metamorfosen (se afsnit 1.3), må IIS-signalering have en 
indflydelse på metamorfosens igangsættelse. Forsøg med Drosophila har vist, at nedsat 
InR-aktivitet i larver, der endnu ikke havde opnået kritisk vægt, resulterede i forsinket 
forpupning, mens nedsat InR-aktivitet efter kritisk vægt var opnået, ikke havde 
indflydelse på metamorfosens igangsættelse [Shingleton et al., 2005]. Tidspunktet for 
hvornår InR-aktiviteten reduceres er således afgørende for, om metamorfosen 
forskydes. Rulifson et al. (2002) har desuden vist, at fjernelse af de DILP-producerende 
celler udskyder metamorfosens start. Det er ved forsøg med Drosophila vist, at en 
forstørret ringkirtel, som følge af overudtrykt InR, fører til forøget udskillelse af ecdyson, 
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og at en mindsket ringkirtel, som følge af underudtrykt InR, resulterer i reduceret 
ecdysonudskillelse [Mirth et al., 2005; Caldwell et al., 2005]. Colombani et al. (2005) har 
dog vist, at størrelsen af ringkirtlen ikke er den afgørende faktor for kontrollen af vækst, 
men forslår at InR/PI3K pathwayen specifikt aktiverer produktionen af ecdyson i PG. 
Walkiewicz og Stern (2009) har ved manipulation af DILP-producerende celler, ligeledes 
vist, at opregulering af IIS kan fremskynde metamorfosen ved stimulering af 
ecdysonsyntese.  
1.3.2 DROSOPHILA TARGET OF RAPAMYCIN  
dTOR er et enzym, der regulerer cellevækst, celledeling og metabolisme som respons på 
forskellige signaler såsom vækstfaktorer og næringsstoffer [Zhang et al., 2000]. 
Baggrunden for navngivningen af TOR er, at det oprindeligt blev identificeret som et 
protein, der kan hæmmes af rapamycin, en metabolit, der kan hæmme celledeling 
[reviewet i Wullschleger et al., 2006]. Aktiviteten af dTOR kan fremmes af GTPasen Ras 
homologue enriched in brain (Rheb) (se figur 4), der kun er aktiv i sin GTP-bundne form 
[reviewet i Mirth og Riddiford, 2007] . Dette enzym kan dog hæmmes af TSC1/TSC2 
komplekset, idet TSC2 stimulerer en hydrolysering af Rhebs bundne GTP til GDP, hvilket 
hæmmer Rhebs evne til at aktivere dTOR [Zhang et al., 2003]. Således kan TSC1/TSC2 
hæmme dTOR-pathwayen. 
dTOR kan desuden indirekte aktiveres af IIS-pathwayen, idet en aktivering af Akt 
hæmmer TSC1/TSC2-komplekset ved at fosforylere TSC2 [Potter et al., 2002].  
Aktivering af dTOR regulerer som nævnt cellevækst og celledeling. Dette sker via en 
forøget translation, idet dTOR fosforylerer henholdsvis 4E bindende protein (4E-BP) og 
ribosomal S6 kinase (S6K) [Miron et al., 2003]. Når 4E-BP fosforyleres, frigives 
translations-initiationsfaktoren 4E, hvilket fører til opregulering af translation [Miron et 
al., 2003]. En aktiveret S6K fører til øget ribosomal biogenese og har dermed ligeledes 
betydning for translation [reviewet i Mirth og Riddiford, 2007]. Ved lave energiniveauer 
i cellen hæmmes dTOR, hvormed proteinsyntese nedreguleres [reviewet i Mirth og 
Riddiford, 2007].  
 dTOR-pathwayen kan registrere næring både indirekte og direkte. Dette kan ske 
indirekte bl.a. via Akt i IIS- pathwayen (se afsnit 1.3.1) og direkte ved, at registrere 
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koncentrationen af frie aminosyrer, højest sandsynligt gennem Rheb eller TSC1/TSC2 
(se figur 4) [reviewet i Mirth og Riddiford, 2007].  
1.3.2.1 DTOR VED IGANGSÆTTELSE AF METAMORFOSEN 
At dTOR er betydende for metamorfosen i Drosophila er blevet vist af Layalle et al. 
(2008), som fandt, at metamorfosen forsinkes hos larver med forhøjet TSC1/TSC2 i PG. 
Der blev desuden ikke observeret akkumulerede niveauer af ecdyson i larverne, hvilket 
normalt karakteriserer igangsættelse af metamorfosen (se afsnit 1.2). Til gengæld blev 
der observeret en forsinket transkription af gener involveret i ecdysonsyntese. Samlet 
tyder disse resultater på, at produktionen af ecdyson normalt stimuleres af dTOR-
aktiviteten i PG [Layalle et al., 2008]. Layalle et al. (2008) har desuden fundet, at en 
hæmning af dTOR i PTTH-neuronerne ikke har nogen effekt på hvornår metamorfosen 
startes.  
På baggrund af ovenstående foreslår Layalle et al. (2008), at det kun er PG og ikke 
PTTH-neuronerne, der påvirkes af en lokal hæmning af dTOR.  De foreslår endvidere, at 
en sådan lokal hæmning i PG medfører reduceret ecdysonsyntese, grundet manglende 
sensitivitet overfor PTTH-neuronerne. Ifølge denne teori har PG altså en 
næringsregistrende funktion. At PG varetager en næringsregistrerende funktion er 
underbygget af flere eksperimenter [Colombani et al., 2005; Caldwell et al., 2005; Mirth 
et al., 2005]. 
PG er dog ikke det eneste væv hvori en næringsregistrerende funktion er blevet 
foreslået. Colombani et al. (2003) har vist, at der i Drosophila er en 
aminosyreregistrerende funktion, der er afgørende for timing af metamorfosens 
igangsættelse, og at manglende dTOR-signalering, specifikt i fedtlegemet, resulterede i 
udskudt metamorfose og mindre fluer. Disse resultater underbygger, at fedtlegemet er 
et næringsregistrerende organ. Det kan derfor tænkes, at der sker en interaktion mellem 
fedtlegemet og PTTH-neuronerne ved metamorfosens igangsættelse. 
1.4 SCREENINGSFORSØG 
Ud fra teorierne opstillet i forrige afsnit har vi opstillet et screeningsforsøg for at få en 
indikation af, hvilke mekanismer i PTTH-neuronerne i Drosophila, der har en betydning 
for metamorfosens start. I screeningsforsøget opstillede vi fire kryds, hvis udvikling kan 
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ses i figur 5. I bilag 1 findes en forklaring af den benyttede metode og begrundelse for 
valget af de fire kryds og i bilag 2 beskrives RNAi.  
 
Figur 5 - Resultater fra screeningsforsøget: Kurverne for hvert af de fire kryds illustrerer 
procentdelen af larver, der har forpuppet sig til forskellige tider (timer efter æglægning). Det ses 
at størstedelen af larverne har forpuppet sig inden 160 timer, dette gælder dog ikke for larver, 
hvor InR er nedreguleret.      
Udvælgelsen af kryds til det endelige eksperiment baseres på det indbyrdes forhold 
mellem kurverne, idet vi ikke har medtaget en kontrolgruppe i screeningsforsøget. På 
grafen ses, at metamorfosen er udskudt hos larver, hvor InR er nedreguleret (ptth>InR-
RNAi), i forhold til de andre kryds. Derudover ses det, at enkelte larver med 
nedreguleret dTOR-aktivitet (ptth>tsc1/tsc2) forpuppes tidligere end de øvrige kryds. Vi 
har derfor valgt at arbejde videre med disse to linjer ved både at overudtrykke og 
underudtrykke de to pathways i PTTH-neuronerne. Resultaterne fra dette eksperiment 
fremlægges i ”Kapitel 2: Videnskabelig artikel”, mens det fulde datasæt kan findes i bilag 
3. 
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IIS- og dTOR-signalering i PTTH-neuronerne har betydning for timing 
af metamorfosen i Drosophila melanogaster 
 
Meghan S. Bengtsson, Anna Maria Bordoy, Sofie M. Edslev, Rikke M. Jeppesen, Anne F. Jørgensen 
og Marie N. Teisen 
Naturvidenskabeligt basisstudium, Roskilde Universitet, juni 2010 
 
 
I Drosophila melanogaster igangsættes metamorfosen af ecdyson, et steriodhormon 
udskilt fra den protorakiske kirtel (PG). Stimulering af PG fra prothoracicotropic 
hormone (PTTH), der udskilles fra PTTH-neuroner i hjernen, øger syntesen af ecdyson. 
Hvad der aktiverer PTTH-neuronerne er dog stadig uklart. Mange studier har vist, at 
næringstilstanden har betydning for timing af metamorfosen. Aktiviteten af Drosophila 
Target of Rapamycin (dTOR) og Insulin/IGF-systemet (IIS) er begge afhængige af næring. 
Vi viser her, at nedreguleret IIS-aktivitet og opreguleret dTOR-aktivitet i PTTH-
neuronerne tilsyneladende udsætter metamorfosen, mens opregulering af IIS-aktivitet og 
nedregulering af dTOR aktivitet ikke forskyder metamorfosen signifikant. Dette 
understreger, at IIS- og dTOR-signalering i PTTH-neuronerne, på trods af at være 
forbundet, også har en forskellig rolle i forhold til timing af metamorfosen. Derudover ser 
disse signaler ikke ud til, at være de eneste, der påvirker PTTH-neuronerne til at frigive 
PTTH, idet ændret IIS- og dTOR-signalering i PTTH-neuronerne ikke lader til at kunne 
fremskynde metamorfose men blot udskyde den. 
 
Emneord: Drosophila, metamorfose, PTTH, InR, IIS, dTOR, Rheb, TSC1/TSC2 
 
 
 
 
Introduktion 
I Drosophila er koordinering af metamor-
fosen primært kontrolleret af niveauet af 
steroidhormonet ecdyson, produceret i den 
protorakiske kirtel (PG), der er en del af 
ringkirtlen [Gilbert et al., 2002].  Niveauet af 
ecdyson er ved metamorfosens start 
primært reguleret af prothoracicotropic 
hormone (PTTH), der udskilles fra PTTH-
neuronerne, hvis axoner, i Drosophila, har 
direkte kontakt til PG [McBrayer et al., 
2007]. På overfladen af PG bindes PTTH til 
specifikke receptorer, hvilket fører til øget 
dannelse af ecdyson [Rewitz et al., 2009]. 
PTTH er især vigtigt ved overgangen fra 
tredje larvestadie til metamorfosen, da et 
for lavt ecdysonniveau her vil føre til en 
forlængelse af tredje larvestadie [McBrayer 
et al., 2007]. Før Drosophila kan undergå 
metamorfose, må den dog først opnå kritisk 
vægt [reviewet i Mirth og Riddiford, 2007].  
Et øget niveau af ecdyson ved overgangen 
fra et larvestadie til det næste, korrelerer 
med et højt niveau af juvenilhormon (JH) 
[reviewet i Riddiford et al., 2003]. I sidste 
larvestadie, når larven har opnået kritisk 
vægt, stopper sekretionen af JH og 
cirkulerende JH nedbrydes. Det er 
sandsynligvis den lave koncentration af JH, 
der herefter tillader udskillelse af PTTH og 
derved at metamorfosen kan begynde 
[reviewet i Nijhout, 2003]. Tilstedeværelse 
af JH forhindrer således larven i at gå i 
metamorfose, før kritisk vægt er opnået. 
Det er således alment accepteret, at PTTH, 
gennem en regulering af ecdysonniveauet, 
koordinerer metamorfosens start, men hvad 
Forkortelser: DILP: Drosophila Insulin Like 
Peptides FOXO: Forkhead Box – Class O IIS: 
Insulin/IGF System InR: Insulinreceptor JH: 
Juvenilhormon PDK: Phosphoinositol-
dependent kinase PG: Protorakiske kirtel 
PI3K: Phosphatidylinositid 3-kinase PIP2: 
Phosphatidylinositol 4,5-biphosphat PIP3: 
Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphat 
PTTH: Prothoracicotropic hormon Rheb: 
Ras homologue enriched in brain dTOR: 
Drosophila Target of Rapamycin TSC1/TSC2: 
Tuberous Schlerosis Complex 1 and 2  
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der aktiverer PTTH-neuronerne er stadig 
uklart.  
 
Flere forsøg indikerer, at næring har en 
betydning for timing af metamorfosen. 
[Rulifson et al., 2002; Mirth et al., 2005; 
Caldwell et al., 2005]. Insulin/IGF-systemet 
(IIS) og Drosophila Target of Rapamycin 
(dTOR)-pathwayen regulerer vækst afhæng-
igt af næringstilstand [reviewet i Mirth og 
Riddiford, 2007]. Drosophilas insulin-
receptor, InR, kan aktiveres af flere ligander, 
kaldet Drosophila insulin-lignende peptider 
(DILP) [reviewet i Mirth og Riddiford, 
2007]. Når DILP aktiverer InR, kan 
substratet CHICO bindes til receptoren, 
hvilket medfører, at phosphatidylinositid 3-
kinase (PI3K) aktiveres [Böhni et al., 1999; 
Brogiolo et al., 2001]. PI3K fosforylerer 
herefter phosphatidylinositol 4,5-
biphosphat (PIP2) til phosphatidylinositol 
3,4,5-triphosphat (PIP3) [reviewet i Mirth og 
Riddiford, 2007]. Når koncentrationen af 
PIP3 øges, rekrutteres phosphoinositide-
dependent kinase (PDK) til membranen, der 
igen rekrutterer og aktiverer protein-
kinasen Akt [Verdu et al., 1999; Oldham et 
al., 2002]. Akt har flere funktioner i cellen; 
den kan rekruttere glukosetransportører til 
cellemembranen, opregulere glykogen-
syntese og fremme cellevækst ved at 
hæmme Forkhead Box – Class O (FOXO), en 
repressor af vækst [reviewet i Mirth og 
Riddiford, 2007]. Derudover kan Akt 
indirekte aktivere dTOR, der regulerer 
cellers vækst ved bl.a. at øge proteinsyntese 
[Potter et al., 2002; Oldham et al., 2000; 
Zhang et al., 2000]. IIS-pathwayen er altså 
styrende for både Drosophilas metabolisme 
og vækst. IIS har vist sig at have indflydelse 
på udskillelsen af ecdyson, idet en 
opregulering af InR og PI3K i PG øger 
cellernes størrelse og dermed resulterer i 
øget udskillelse af ecdyson. En ned-
regulering af IIS fører til det omvendte 
scenarie [Mirth et al., 2005; Caldwell et al., 
2005]. Colombani et al. (2005) har dog vist, 
at størrelsen af ringkirtlen ikke er den 
afgørende faktor for kontrollen af krops-
størrelse, men forslår at InR/PI3K-
pathwayen specifikt aktiverer produktionen 
af ecdyson i PG. Walkiewicz og Stern (2009) 
har, ved manipulation af DILP-produ-
cerende celler, vist at opregulering af IIS kan 
fremskynde metamorfosen ved stimulering 
af ecdysonsyntese. Rulifson et al. (2002) har 
desuden vist, at fjernelse af de DILP-
producerende celler udskyder metamor-
fosens start.    
 
Som nævnt kan IIS aktivere dTOR, men 
dTOR virker også uafhængigt af IIS ved at 
registrere koncentrationen af frie amino-
syrer [reviewet i Mirth og Riddiford, 2007]. 
Hvordan dTOR registrerer aminosyrer er 
ikke fuldt forstået, men enzymet Ras 
homologue enriched in brain (Rheb), der 
aktiverer dTOR, har sandsynligvis en 
funktion i denne registrering [Stocker et al., 
2003]. Omvendt nedreguleres dTORs 
aktivitet af komplekset af Tuberous 
Schlerosis Complex 1 og 2 (TSC1/TSC2) 
[reviewet i Mirth og Riddiford, 2007], 
gennem en hæmning af Rheb [Stocker et al., 
2003]. Dannelsen af TSC1/TSC2-komplekset 
kan hæmmes af Akt, hvormed IIS indirekte 
kan øge aktiviteten af dTOR [Potter et al., 
2002]. 
Layalle et al. (2008) har foreslået, at 
metamorfosens start i Drosophila afhænger 
af aktiviteten af dTOR i PG, men ikke i de 
PTTH-producerende neuroner. De fandt, at 
larver med overudtrykt TSC1/TSC2-
kompleks i PG, gik senere i metamorfose, 
samt at produktion af ecdyson afhænger af 
dTOR-signaleringen i PG. I larver med et 
overudtrykt TSC1/TSC2-kompleks i PTTH-
neuronerne observerede de ingen forskel i 
genekspressionen af PTTH, og normal 
timing af metamorfosen. 
 
IIS- og dTOR-signalering er således begge 
afhængige af Drosophilas næringstilstand og 
formålet med dette studie er at undersøge 
om disse pathways i PTTH-neuronerne, har 
en indflydelse på metamorfosens start.  
 
Resultater 
Baseret på resultater fra et screenings-
eksperiment har vi undersøgt to nærings-
relaterede pathways i Drosophila – IIS og 
dTOR.  
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Nedreguleret IIS-signalering i PTTH-
neuronerne fører til forsinket metamor-
fose, mens opregulering af IIS-signalering 
tilsyneladende ikke har betydning for 
metamorfosens start 
Opnåelse af kritisk vægt er et vigtigt 
checkpoint, før metamorfosen kan 
igangsættes [reviewet i Mirth og Riddiford, 
2007]. Da IIS-pathwayen er styrende for 
Drosophilas metabolisme og vækst, kunne 
man forestille sig, at denne er involveret i 
aktivering af PTTH-neuronerne. For at 
undersøge denne hypotese krydsede vi ptth-
Gal4, en linje af Drosophila, der specifikt 
udtrykker Gal4 i PTTH-neuronerne med en 
linje, der bærer en InR-RNAi-konstruktion 
under kontrol af en UAS-sekvens. Dette 
kryds refereres ptth>InR-RNAi og medfører 
specifik nedregulering af IIS-signalering i 
Drosophila melanogasters PTTH-neuroner. 
Effekten af en opregulering af IIS-
signalering blev observeret i ptth-Gal4xUAS-
InR (ptth>InR), som overudtrykker vildtype 
InR specifikt i PTTH-neuronerne.  
Overudtryk af InR medfører øget IIS-
signalering selv når liganderne, DILP, ikke 
er til stede [personlig kontakt, Rewitz, 
2010]. 
 
Ved at anvende T50 – det tidspunkt hvor 50 
% af larverne er forpuppet – fandt vi, at 
ptth>InR-RNAi i gennemsnit opnåede T50 ca. 
12 timer efter kontrollen, ptth-Gal4 krydset 
til w1118 (ptth>) (se figur A). Vha. Tuckey’s 
Honestly Significant Difference (HSD) test 
fandt vi, at denne forsinkelse var statistisk 
signifikant (p=0,02). Der sås dog ingen 
signifikant forskel (p=0,51) mellem 
ptth>InR og ptth>. Der var ligeledes ingen 
signifikant forskel (p>0,13) mellem 
ptth>InR-RNAi og ptth>InR indbyrdes og 
disse sammenlignet med de resterende 
kryds.  
Vores resultater indikerer således, at IIS-
signalering i PTTH-neuronerne har en 
betydning for korrekt timing af metamor-
fosen, hvilket indikerer, at IIS-signalering 
agerer som aktivator af PTTH-neuronerne 
ved metamorfosens start. At opregulering af 
IIS-aktivieten i PTTH-neuronerne ikke frem-
skynder metamorfosen tyder dog på, at IIS-
signalering ikke alene kan aktivere PTTH-
neuronerne, eller at der er en øvre grænse 
for IIS-signalering, hvorefter yderligere 
aktivitet ikke har nogen effekt.  
 
 
 
Figur A - T50: Grafen viser den gennemsnitlige T50 
– tidspunktet hvor 50 % af larverne er forpuppet – 
for de enkelte Drosophila-linjer. På y-aksen vises 
timer efter æglægning (EÆ), mens x-aksen viser 
de fem Drosophila-linjer; alle linjer er krydset 
med ptth-Gal4 linjer.  Fejllinjer er udtryk for 
standard fejl (n=3 dog er n=2 for ptth>InR-RNAi). 
Det ses, at kontrollinjen, der er ptth-Gal4 krydset 
til w1118 (ptth>), opnår T50 som den første efter 
119,5 t, mens T50 for ptth>InR- og ptth>Rheb-
linjerne ligger ca. 5 timer senere ved henholdsvis 
124,0 og 123,3 t EÆ. T50 for ptth>InR-RNAi er 
131,7 t EÆ, altså ca. 12 timer senere end ptth>. T50 
for ptth>Rheb er 129,3 t EÆ: lige under 10 timer 
senere end ptth>. De kryds, der er signifikant 
forskellige fra kontrollinjen er markeret med *. 
 
Opreguleret dTOR-signalering i PTTH-
neuronerne fører til forsinket metamor-
fose, mens nedregulering af dTOR-
signalering tilsyneladende ikke har 
betydning for metamorfosens start 
dTOR-signalering i fedtlegemet er essentiel 
for timing af metamorfosens start 
[Colombani et al., 2003], og det kunne 
derfor tænkes, at dTOR-signalering i PTTH-
neuronerne har samme vigtige funktion. For 
at efterprøve denne hypotese opstillede vi 
to kryds; krydset ptth-Gal4xUAS-TSC1/TSC2 
(ptth>TSC1/TSC2), hvor TSC1 og TSC2 
overudtrykkes, og aktiviteten af dTOR 
dermed hæmmes, og krydset ptth-
Gal4xUAS-Rheb (ptth>Rheb), hvor Rheb 
overudtrykkes og dTOR-aktiviteten dermed 
øges i Drosophilas PTTH-neuroner.   
21 
 
Vi fandt, at ptth>Rheb i gennemsnit opnåede 
T50 ca. 10 timer efter kontrollen, og at denne 
forskel var signifikant (p=0,04) (se figur A), 
mens der ikke sås signifikant forskel 
(p=0,65) mellem ptth>TSC1/TSC2 og kon-
trollen. Der var ligeledes ingen signifikant 
forskel (p>0,13) mellem ptth>Rheb og 
ptth>TSC1/TSC2 indbyrdes og disse 
sammenlignet med de resterende kryds. 
Vores resultater indikerer, at dTOR-
signalering i PTTH-neuronerne er vigtig for 
timingen af metamorfosen, men modsat 
forventningen viste det sig, at øget aktivitet 
af dTOR udskyder metamorfosen.  
 
Diskussion 
 
Er IIS-signalering i PTTH-neuronerne 
vigtig for timing af metamorfosen? 
IIS-signalering i ringkirtlen har som nævnt 
indflydelse på udskillelsen af ecdyson, idet 
koncentrationen af ecdyson øges, når IIS-
aktiviteten opreguleres [Mirth et al., 2005].  
Da udskillelse af ecdyson ved metamor-
fosens start initieres af PTTH-neuronerne, 
forekommer det logisk at en mulig regulativ 
effekt af IIS-pathwayen ligeledes må findes i 
PTTH-neuronerne. I overensstemmelse med 
dette indikerer vores resultater, at IIS-
signaleringen i PTTH-neuronerne er 
betydende for timing af metamorfosen, idet 
en nedregulering af IIS-pathwayen i PTTH-
neuronern førte til forsinket metamorfose. 
Dog sås ingen signifikant effekt ved 
overudtrykt InR i PTTH-neuronerne. Dette 
indikerer, at den fremskyndelse af meta-
morfosen Walkiewicz og Stern (2009) viste 
ved opregulering af DILP, via manipulation 
af DILP-producerende celler, må skyldes en 
effekt på andre celler end PTTH-
neuronerne. At Mirth et al. (2005) og 
Caldwell et al. (2005) har fundet, at IIS-
signalering i PG har betydning for 
udskillelsen af ecdyson tyder på, at DILP 
primært regulerer metamorfosen gennem 
PG. Colombani et al. (2005) har dog vist, at 
en manipulation af PI3K-niveauet i PG 
medfører ændringer i larvens vækst-
hastighed men ikke ændringer i timingen af 
larvens udvikling, hvilket er modstridende 
med denne teori. På baggrund af vores 
resultater foreslår vi, at IIS har en hvis 
regulativ effekt i PTTH-neuronerne i 
forbindelse med metamorfosens timing, 
men at denne signalering ikke alene regu-
lerer udskillelsen af PTTH. Denne regulative 
effekt skyldes muligvis, at IIS-signaleringen 
er med til at registrere, hvornår larven har 
opnået kritisk vægt, således at nedsat IIS-
signalering hæmmer PTTH-neuronernes 
evne til at registrere opnåelse af kritisk 
vægt. Det er dog også muligt, at størrelsen 
på PTTH-neuronerne er afgørende for 
timing af metamorfosen, og at IIS-sig-
naleringen, der er vigtig for vækst og 
metabolisme [McBrayer et al., 2007], 
regulerer denne timing indirekte ved at 
regulere PTTH-neuronernes vækst. Hvis IIS-
signalering i PTTH-neuronerne er med til at 
registrere, hvornår kritisk vægt er opnået, 
tyder det på, at Drosophila kan registrere 
kritisk vægt på mere end en måde. 
 
dTOR-signalering lader til at have 
forskellige funktioner i PG, fedtlegeme og 
PTTH-neuronerne 
Layalle et al. (2008) har vist, at nedsat 
dTOR-aktivitet i PG udsætter metamorfosen, 
mens forhøjet dTOR-ekspression i PG ingen 
effekt har. I overensstemmelse med vores 
resultater har Layalle et al. (2008) ligeledes 
vist, at nedsat dTOR-aktivitet i PTTH-
neuronerne ingen effekt har på timingen af 
metamorfosen. Vores forsøg indikerer 
yderligere, at forhøjet dTOR-aktivitet i 
PTTH-neuronerne udsætter metamorfosen. 
Colombani et al. (2003) har desuden vist, at 
nedsat dTOR-aktivitet i fedtlegemet 
udsætter metamorfosen, og at fedtlegemet 
fungerer som næringsregistrerende organ, 
der kan regulere hvornår Drosophila starter 
metamorfosen ved at registrere hvornår 
Drosophila opnår kritisk vægt.  
Således er effekten af nedsat dTOR-aktivitet 
i PG og fedtlegemet i begge tilfælde udsat 
metamorfose, mens nedsat dTOR-aktivitet i 
PTTH-neuronerne ingen effekt har. Desuden 
ses det, at høj dTOR-aktivitet i PTTH-
neuronerne udsætter tidspunktet for 
forpupning, mens der ingen effekt ses af høj 
dTOR-aktivitet i PG.  
Derfor foreslår vi, at dTOR-signalering i 
Drosophila er medvirkende til at regulere 
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metamorfosens igangsættelse igennem to 
forskellige signaleringsveje: (1) Ved lav 
dTOR-aktivitet i fedtlegemet, f.eks. som 
følge af lave aminosyrekoncentrationer, 
foreslår vi, at fedtlegemet via en 
ekstracellulær mekanisme, kan nedregulere 
dTOR-aktiviteten i PG. En nedregulering af 
dTOR-aktivitet fører til nedsat ecdyson-
produktion og derved forsinket udvikling 
[Layalle et al., 2008]. Det er også muligt at 
denne regulering sker direkte i PG uden om 
fedtlegemet, men idet Colombani et al. 
(2003) har vist, at nedregulering af dTOR-
aktiviteten lokalt i fedtlegemet kan udsætte 
metamorfosen, virker det sandsynligt, at 
fedtlegemet er involveret. Er dette tilfældet 
kunne fedtlegemet signalere til PG ved at 
regulere IIS-signalering, idet Colombani et 
al. (2003) har vist at IIS-pathwayens 
aktivitet nedreguleres i perifere væv når 
dTOR-signalering i fedtlegemet ned-
reguleres. (2) Ved øget dTOR-aktivitet, 
foreslår vi, at reguleringen sker i PTTH-
neuronerne, og at høj dTOR-aktivitet her 
enten hæmmer udskillelsen af PTTH 
direkte, eller at forhøjet dTOR-aktivitet i 
PTTH-neuronerne via en ekstracellulær 
signalering (f.eks. IIS-pathwayen) nedsætter 
dTOR-aktiviteten i PG, idet der ses lignende 
effekt af høj dTOR aktivitet i PTTH-
neuronerne og lav ekspression af dTOR i PG.  
dTORs eventuelle hæmmende effekt på 
PTTH-udskillelse kunne forklares ud fra det 
faktum, at Drosophila larver stopper med at 
indtage føde ca. 12 timer før de undergår 
metamorfose [Warren et al., 2006]. Når 
larverne er stoppet med at indtage føde, må 
det være kritisk, at larven undergår 
metamorfose indenfor en kort tidsperiode, 
således at næringsdepoterne forbliver 
tilstrækkelige til at gennemføre metamor-
fosen. På dette tidspunkt i udviklingen 
kunne det tænkes, at det afbrudte fødeoptag 
fører til et fald i aminosyrekoncentration og 
dermed nedsat dTOR-aktivitet. Dette er 
muligvis signalet, der starter PTTH-
udskillelsen og dermed metamorfosen. 
Denne hypotese baserer vi på, at det 
modsatte scenarie – overudtrykt Rheb i 
PTTH-neuronerne – viste sig at udsætte 
metamorfosen. Dette reaktionsforløb kan 
dog ikke være det eneste der har betydning 
for PTTH-udskillelsen, idet nedsat dTOR-
aktivitet i PTTH-neuronerne ikke frem-
skyndte metamorfosen. Desuden ville 
aminosyremangel som følge af sult inden 
opnåelse af kritisk vægt føre til meta-
morfose, hvis der ikke også var en anden 
regulering. Da JH hæmmer udskillelsen af 
PTTH [reviewet i Nijhout, 2003], virker det 
sandsyneligt, at dTOR-aktivitet i PTTH-
neuronerne først er betydende efter at JH-
niveauet er sænket. 
Dermed foreslår vi, at Drosophila kan 
differentiere sit respons på aminosyre-
koncentrationer afhængigt af, hvornår disse 
opstår. Således kunne lav aminosyre-
koncentration, og derved lavere dTOR-
aktivitet, inden den kritiske vægt er opnået, 
udsætter metamorfosen, mens lav amino-
syrekoncentration efter kritisk vægt er 
opnået, igangsætter metamorfosen. Vi 
foreslår ligeledes, at disse to funktioner 
varetages forskellige steder i Drosophila, 
således at PG og fedtlegemet registrerer 
aminosyrekoncentrationerne inden kritisk 
vægt er opnået, mens PTTH-neuronerne 
varetager funktionen efter at kritisk vægt er 
opnået. Ud fra denne teori, vil dTOR ikke 
kunne aktivere metamorfosen, men blot 
hæmme igangsættelsen af denne.  
 
IIS- og dTOR-signalering fungerer delvist 
uafhængigt af hinanden 
Det er overraskende, at IIS-signaleringen og 
dTOR-signaleringen i PTTH-neuronerne, 
ifølge vores resultater, lader til at have 
modsatte effekter, idet IIS via Akt stimulerer 
dTOR. Effekten af overudtrykt Rheb, og 
dermed øget aktivitet af dTOR, og 
underudtrykt InR er i vores forsøg sammen-
lignelige, idet de begge var signifikant 
forskellige fra ptth> og begge var forsinket 
omkring 10 timer i deres udvikling. Dette 
resultat understreger, at IIS- og dTOR-
signalering, på trods af de mange mole-
kylære forbindelser, udfører forskellige 
funktioner i PTTH-neuronerne. At dTOR-
pathwayen og IIS kan fungere uafhængigt af 
hinanden bekræftes af Colombani et al. 
(2003), der har vist, at dTOR, men ikke 
PI3K, har betydning for fedtlegemets 
næringsregistrerende funktion.   
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Denne forskel er ligeledes observeret i PG, 
hvor Colombani et al. (2005) har fundet, at 
basale cirkulerende niveauer af ecdyson 
modificeres som respons på ændringer i 
PI3K-aktiviteten i PG uden at ændre 
timingen af metamorfosen, mens Layalle et 
al. (2008) som nævnt har vist, at ned-
regulering af dTOR i PG udskyder 
metamorfosen. Dette indikerer, at PG og 
fedtlegemet kan differentiere mellem 
aktivering af dTOR via aminosyrer og via 
IIS-signalering. Alternativt vil aktivering af 
InR muligvis ikke altid føre til en aktivering 
af dTOR, eventuelt som følge af, at dTOR 
samtidig hæmmes. 
Opsummerende tyder vores resultater på, at 
udskillelsen af PTTH hæmmes af nedsat IIS-
aktivitet og øget dTOR-aktivitet, og at disse 
signaleringsveje, på trods af at være 
forbundne, således også spiller meget 
forskellige roller for timingen af metamor-
fosen. Vores resultater understreger dog 
ligeledes, at PTTH-neuronerne yderligere 
bliver reguleret af en eller flere andre 
faktorer. Således ser det ikke ud til, at IIS- og 
dTOR-signalering er de eneste signaler, der 
informerer PTTH-neuronerne om, at kritisk 
vægt er opnået, idet ændret IIS- og dTOR-
signalering i PTTH-neuronerne ikke lader til 
at kunne fremskynde metamorfosen men 
blot udskyde den. 
 
Materialer og metode 
 
Fluebestand 
w1118 (Vienna Drosophila RNAi Collection, 
VDRC), Ptth-Gal4 (Michael O’connor), UAS-
InR-RNAi (VDRC), UAS-InR (Tom Neufeld), 
UAS-TSC1/TSC2 (Tom Neufeld), UAS-Rheb 
(Tom Neufeld). Disse opdrættes i rør 
indeholdende fluemad. Denne indeholder 
pr. liter: 0,92L vand, 15,88g gær, 9,18g 
soyamel, 67,06g majsmel, 5,29g agar, 0,07L 
lys majssirup, 4,42ml propionidsyre 
(Bloomington Stock Center opskrift). 
 
Fremgangsmåde  
Jomfruhunner og hanner blev sat op i 
følgende kryds (x): 
ptth-Gal4 x UAS-InR-RNAi, ptth-Gal4 x UAS-
InR, ptth-Gal4 x UAS-TSC1/TSC2, ptth-Gal4 x 
UAS-Rheb og ptth-Gal4 x w1118.  
Æglægning forgik på æblejuiceagarplader 
påført lidt gær i tre timer ved 25 °C. 24 
timer efter blev ca. 25 nyligt udklækkede 
larver fra de fem kryds overført til rør 
indeholdende flue mad. Herefter blev rørene 
observeret tre gange i døgnet, og antallet af 
larver der er forpuppet noteret.  
 
Statistik 
Vi brugte parameteren T50. Denne 
parameter er for hvert glas fundet ud fra en 
lineær regression baseret på datapunktet 
umiddelbart før og umiddelbart efter at 50 
% af larverne i det enkelte glas var 
forpuppet. Herefter anvendte vi Tukey’s 
HSD test for at undersøge forskellen mellem 
de enkelte linjer. Tukey’s HSD test er 
anvendt fordi testen kan sammenligne mere 
end to behandlinger af gangen, ligesom 
testen er konservativ når der er tale om 
sammenligning mellem datasæt med 
forskellige n-værdier.    
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3.1 PUBERTETENS START 
Puberteten kan blandt andet karakteriseres ved stigende niveauer af kønshormoner, der 
er afgørende for kønsmodningen i mennesker [Johnson og Everitt, 2007, s. 133]. Denne 
stigning forårsages af en aktivering af gonadotropin-releasing hormone (GnRH)-
neuroner i hypothalamus, og GnRH er således vigtig for pubertetens igangsættelse 
[reviewet i Smith et al., 2006]. Hvilke signaleringsmekanismer der forårsager 
aktiveringen af GnRH-neuronerne, er endnu ikke fuldstændig klarlagt, men nyere 
forskning viser, at produkter af genet Kiss-1 kan føre til GnRH-udskillelse [reviewet i 
Smith et al., 2006].  
Kiss-1 koder for flere strukturelt relaterede proteiner kaldet kisspeptiner. Et af disse, 
kisspeptin-54, er ligand til den G-proteinkoblede receptor GPR54 [reviewet i Smith et 
al., 2006]. Morelli et al. (2008) har fundet, at flere GnRH-neuroner udtrykker GPR54, og 
at udskillelse af GnRH sandsynligvis skyldes en direkte aktivering af GnRH-neuronerne 
fra kisspeptin-54. Det vil sige, at kisspeptin-54 kan aktivere GnRH-udskillelsen og 
derved være medvirkende til igangsættelsen af puberteten.  
En stigning i koncentrationen af GnRH stimulerer hypofysen til at frigive 
follikelstimulerende hormon (FSH) og luteiniserende hormon (LH), hvilket igen 
stimulerer gonaderne til at udskille kønshormoner (se figur 6) [reviewet i Dungan et al., 
2006]. Samspillet mellem disse kaldes hypothalamus-hypofyse-gonade-aksen 
(hypothalamic-pituitary-gonadal-axis, HPG-aksen). Herfra vil kisspeptin henvise til 
kisspeptin-54. 
  
Kisspeptin frigives fra såkaldte Kiss-neuroner, der findes i fem forskellige nervecentre i 
forhjernen [reviewet i Dungan et al., 2006]. Vi vil fokusere på nervecentrene arcuate 
nucleus (Arc) og anteroventral periventricular nucleus (AVPV), der begge findes i 
hypothalamus, da forsøg har vist, at koncentrationen af Kiss-1 mRNA er størst i disse 
[reviewet i Smith et al., 2006]. Desuden har det vist sig, at netop disse to områder 
sandsynligvis indgår i en feedbackregulering af GnRH-udskillelsen via Kiss-neuronerne 
[reviewet i Dungan et al., 2006]. Det er således blevet foreslået, at Kiss-neuronerne 
feedbackreguleres af kønshormonerne østradiol og testosteron gennem en negativ 
feedback i Arc og en positiv feedback i AVPV (se figur 6). Forsøg med får indikerer 
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desuden, at Kiss-neuronerne kan skelne mellem en kronisk effekt af konstante niveauer 
af østrogen, der vil føre til en negativ feedback, og en hurtig stigning i østrogenniveauet, 
hvilket vil medføre et skift til en positiv feedback [reviewet i Smith 2009]. En sådan 
feedbackregulering af Kiss-neuronerne vil indirekte have indflydelse på reguleringen af 
GnRH-udskillelsen. 
 
Figur 6 - HPG-aksen ved pubertetens start [modificeret efter Dungan et al., 2006]: Kiss-neuroner i AVPV og 
Arc stimulerer GnRH-udskillelse. GnRH aktiverer frigivelsen af FSH og LH i hypofysen, hvorved gonaderne 
stimuleres til at udskille kønshormoner. Disse udøver sandsynligvis positiv feedback på Kiss-neuroner i 
AVPV og negativ feedback på Kiss-neuroner i Arc [reviewet i Dungan et al., 2006]. 
Det er i forsøg med mus vist, at begge køn udtrykker Kiss-1 mRNA, men koncentrationen 
i AVPV er langt højere hos hunner, hvilket sandsynligvis skyldes, at dette område både 
er større og indeholder flere neuroner end AVPV i hanner [reviewet i Dungan et al., 
2006].  
At kisspeptin har betydning for udskillelsen af kønshormoner ved pubertetens start, er 
dokumenteret af flere forskere. Det har således vist sig, at mennesker med 
dysfunktionelle GPR54-receptorer ikke kan undergå pubertet og udviser tegn på 
hypogonadotropisk hypogonadisme, hvilket vil sige at de har manglende eller nedsat 
funktion af gonaderne [reviewet i Dungan et al., 2006]. 
Navarro et al. (2004a) har desuden vist, at kronisk administreret Kiss-1 i præpubertale 
hunrotter forårsager tidligere vaginal åbning, der er et udtryk for pubertetens start. 
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Navarro et al. (2004b) viste i et andet studie,  at  der var et øget niveau af Kiss-1 og 
GPR54 mRNA under puberteten i både han- og hunrotter. Således er en intakt 
Kiss/GPR54 pathway en vigtig forudsætning for pubertetens start, men hvilke 
mekanismer, der aktiverer Kiss-neuronerne, er stadig uvidst [reviewet i Dungan et al., 
2006]. Det vides dog, at afvigelser i ydre miljømæssige påvirkninger, såsom fotoperiode 
og næring, influerer på Kiss-1-ekspressionen [Castellano et al., 2005; Greives et al., 
2007]. I det følgende vil vi fokusere på specifikke næringsrelaterede pathways og deres 
mulige indflydelse på aktiviteten af Kiss-neuroner. 
3.2 NÆRINGS INDFLYDELSE PÅ PUBERTETENS START 
Der findes talrige studier, der fremhæver vigtigheden af næring i forhold til 
reproduktion hos voksne [Johnson og Everitt, 2007, s. 143]. Disse foreslår, at indtag af 
føde, eller et udtryk for samme som f.eks. kropsvægt eller relativt fedtvæv, korrelerer 
med fertilitet, og næring kan derfor også tænkes at være forbundet med igangsættelsen 
af puberteten. 
Castellano et al. (2005) foreslår, at aktivering af HPG-aksen er afhængig af tilstrækkelige 
energilagre i kroppen, og at underernæring resulterer i udskydelse af puberteten og 
mangel på reproduktivitet. Endvidere har observationer af piger vist, at selvom den 
gennemsnitlige alder for første menstruation er faldet, så er gennemsnitsvægten 
konstant på 47 kg ved pubertetens start, hvilket kan tyde på, at mennesket også skal 
opnå kritisk vægt for at igangsætte puberteten [Johnson og Everitt, 2007, s. 143]. Nyere 
forskning viser dog, at det specifikt er kritisk fedtmasse og ikke kritisk vægt, der er 
afgørende for pubertetens igangsættelse [reviewet i Pralong, 2010]. 
Castellano et al. (2005) har desuden vist, at underernæring forårsaget af faste, medfører 
et fald af Kiss-1 mRNA i præpubertale rotter. Mod forventning blev der dog  også 
observeret en stigning i GPR54 mRNA, hvilket Castellano et al. (2005) foreslår må være 
en kompensatorisk effekt af faldet i Kiss -1 mRNA. Samme forsøg viste, at manglende 
pubertet i hunrotter som følge af underernæring, kunne afhjælpes ved behandling med 
kisspeptin [Castellano et al., 2005]. Dette indikerer, at næring har indflydelse på 
aktiviteten af Kiss-neuronerne, samt at disse spiller en væsentlig rolle ved igangsættelse 
af pubertet.  
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Ved optag af næring stiger kroppens energiniveau, og flere forskellige nærings-
relaterede pathways aktiveres. Disse involverer bl.a. insulin, IGF-1, mammalian TOR 
(mTOR) og leptin. Da næring som nævnt har indflydelse på regulering af HPG-aksen, 
indgår ovenstående muligvis i reguleringen af Kiss- og GnRH-neuronerne og vil derfor 
blive beskrevet nærmere i det følgende afsnit.  
3.2.1 INSULIN OG INSULIN-LIGNENDE VÆKSTFAKTOR-1 
Hormonerne insulin og IGF-1 hører til en familie af peptider med samme genetiske 
oprindelse [Bondy og Cheng, 2002]. Insulin stimulerer bl.a. glukosetransport, 
glykogensyntese samt lipidsyntese og er derved en vigtig metabolsk pathway [reviewet i 
Taniguchi et al., 2006]. IGF-1 produceres i forskellige væv i kroppen, hovedsagligt i 
leveren, og stimulerer bl.a. cellers vækst, differentiering, aminosyretransport og 
proteinsyntese [reviewet i Clemmons og Underwood, 1991].  
Insulin er den naturlige ligand til insulinreceptoren (IR), mens IGF-1 er den naturlige 
ligand til IGF-1 receptoren (IGF-1R) [reviewet i Taniguchi et al., 2006]. Begge receptorer 
kan dog også aktiveres af den anden receptors naturlige ligand men med betydeligt 
lavere effektivitet [reviewet i Clemmons og Underwood, 1991]. Insulin- og IGF1-
signaleringen i mennesket, er stort set identisk med IIS-signaleringen i Drosophila, 
selvom signaleringen i mennesket medieres igennem to receptorer.  
Aktivering af de to receptorer IR og IGF-1R fører til en fosforylering af insulinreceptor-
substrat (IRS), der er homolog til CHICO i Drosophila, hvilket medfører, at IRS bindes til 
PI3K (se figur 7) [reviewet i Taniguchi et al., 2006]. Dette kompleks omdanner PIP2 til 
PIP3, der rekrutterer PDK og Akt til membranen, hvor PDK fosforylerer Akt, som hermed 
aktiveres. Aktivering af Akt resulterer bl.a. i glukosetransport, glykogen- og lipidsyntese 
samt en hæmning af transkriptionsfaktoren FOXO.  Akt fremmer desuden mTOR (se 
afsnit 3.2.2).  
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Figur 7 - Insulin/IGF-1 signalering [egen illustration]: Når insulin eller IGF-1  bindes til deres receptorer, vil 
det føre til en fosforylering af IRS, hvilket fører til, at IRS bindes til PI3K. Dette kompleks fosforylerer PIP2 til 
PIP3, der rekrutterer PDK og Akt til membranen, hvor PDK fosforylerer Akt, der hermed aktiveres. Dette 
medfører øget glukosetransport, glykogen syntese, lipid syntese og vækst. Desuden fremmer Akt aktiviteten 
af mTOR [reviewet i Wullschleger et al., 2006].  
PI3K/Akt-pathwayen har en central rolle for de metabolske effekter af insulin- og IGF-1-
signalering [reviewet i Saltiel og Kahn, 2001]. Insulin signalerer dog også via mitogen-
aktiveret protein kinase (MAPK) pathwayen [reviewet i Bost et al., 2005], hvilket 
sandsynligvis også er gældende hos Drosophila [reviewet i Garofalo, 2002]. Når MAPK 
aktiveres, kan denne translokere til nukleus og katalysere en fosforylering af 
transkriptionsfaktorer, hvilket fører til øget transkription og dermed celledeling 
[reviewet i Saltiel og Kahn, 2001].  Denne pathway vil vi dog ikke beskrive nærmere, 
idet den sandsynligvis ikke har nogen stor betydning for insulins metabolske effekter 
[Lazar et al., 1995]. Desuden aktiveres mTOR gennem PI3K/Akt-pathwayen og ikke 
MAPK-pathwayen [reviewet i Saltiel og Kahn, 2001].  
3.2.1.1 INSULIN- OG IGF-1-SIGNALERING VED IGANGSÆTTELSE AF PUBERTETEN 
Flere studier har forsøgt at klarlægge, hvilken rolle henholdsvis insulin og IGF-1 spiller i 
forhold til timing af puberteten. Meget tyder på, at IGF-1 i denne forbindelse har en 
mere central rolle end insulin.  
Gamba og Pralong (2006) har vist, at et øget niveau af insulin stimulerer LH sekretion og 
at denne sekretion er medieret gennem en direkte stimulering af GnRH-neuronerne 
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frem for gennem påvirkning af Kiss-neuronerne. De har desuden vist, at denne 
aktivering i højere grad afhænger af MAPK-signalering end af PI3K-signalering, idet 
hæmning af MAPK-pathwayen forhindrede insulin i at stimulere GnRH-ekspression, 
hvorimod dette ikke var tilfældet ved hæmning af PI3K-signalering.  
Hiney et al. (2009) har vist, at IGF-1 højst sandsynligt har betydning for igangsættelsen 
af puberteten hos hunkøn [Hiney et al., 2009]. Således er det f.eks. fundet, at niveauerne 
af IGF-1 stiger forud for pubertetens start i mennesket [Tam et al., 2006], samt at 
kronisk adminstreret IGF-1 kan fremskynde puberteten hos hunrotter [Hiney et al., 
1996].  
Hiney et al. (2009) har i et studie af hunrotter fundet, at denne stigning i IGF-1 forud for 
puberteten inducerer Kiss-1-ekspressionen i hypothalamus, men at dette ikke 
observeres, når IGF-1R blokeres med en antagonist. Dette indikerer, at IGF-1 aktiverer 
Kiss-1 transkription via sin egen receptor IGF-1R [Hiney et al., 2009].  
Desuden fandt de, at effekten af IGF-1 på Kiss-1-ekspressionen kun var tilstede i AVPV 
og ikke i Arc. Disse resultater tyder på, at IGF-1 har en opregulerende effekt på Kiss-1 i 
AVPV ved pubertetens start [Hiney et al., 2009]. Ved normal udvikling hos præpubertale 
hunrotter er der dog ikke observeret nogen ændringer i ekspressionen af genet for IGF-
1 i hypothalamus, hvorimod genekspressionen i leveren øges, hvilket indikerer at 
perifert dannet IGF-1 kan agere i AVPV i hypothalamus [Hiney  et al., 1996].  
Hiney et al. (2009) har i samme studie også vist, at den øgede Kiss-1-ekspression, 
initieret af IGF-1, er afhængig af tilstedeværelsen af kønssteroidet østradiol. Dog kan 
IGF-1 i præpubertale hunrotter aktivere Kiss-1-transkriptionen i AVPV uafhængigt af 
øgede niveauer af østradiol, hvilket indikerer, at det hovedsageligt er IGF-1 og ikke 
østradiol, der øger Kiss-1-ekspressionen op til pubertetens start [Hiney et al., 2009]. 
Det er endnu ikke afklaret, hvorvidt IGF-1 i præpubertale hanrotter ligeledes kan 
stimulere aktiveringen af Kiss-1 [Hiney et al., 2009], og om sammenhængene mellem 
IGF-1 og Kiss-1 kan overføres til mennesker.  
Den præcise signalering mellem IGF-1 og Kiss-1 er ligeledes stadig ukendt [Hiney et al., 
2010]. Hiney et al. (2010) har foreslået, at proteinet Akt muligvis spiller en rolle, når 
IGF-1 øger ekspressionen af Kiss-1, idet IGF-1 som nævnt fremmer en fosforylering af 
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Akt (se afsnit 3.2.1). Som det fremgår af figur 7, fremmer Akt også mTOR, som vi derfor 
vil beskrive i det følgende afsnit. 
3.2.2 MAMMALIAN TARGET OF RAPAMYCIN 
mTOR er, ligesom dTOR, med til at regulere cellevækst, celledeling og metabolisme 
[reviewet i Wullschleger et al., 2006]. mTOR optræder i to forskellige komplekser: 
mTOR kompleks 1 (mTORC1) og mTOR kompleks 2 (mTORC2) (se figur 8), hvor 
mTORC1 i store træk regulerer, hvornår en celle vokser, og mTORC2 regulerer, hvor en 
celle vokser. En anden forskel er, at mTORC1 er betydeligt mere sensitiv overfor 
rapamycin end mTORC2 [reviewet i Wullschleger et al., 2006]. 
mTOR-pathwayen minder i høj grad om dTOR-pathwayen i Drosophila (se afsnit 1.3.2). 
Rheb har, som i Drosophila, en aktiverende effekt på mTOR, som kan hæmmes af 
TSC1/TSC2-komplekset, idet TSC2 stimulerer en hydrolysering af Rhebs bundne GTP til 
GDP [reviewet i Li et al., 2004]. Også her kan Akt, via insulin/IGF-1 pathwayen hæmme 
dannelsen af TSC1/TSC2-komplekset (se afsnit 3.2.1). Insulin og IGF-1 aktiverer således 
indirekte mTORC1 og mTORC2. 
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Figur 8 – mTOR-signalering [modificeret efter Wullschleger et al., 2006]: mTOR-signaleringen består af to 
mTOR komplekser, mTORC1 og mTORC2. Rapamycin sensitiv mTORC1 kontrollerer flere pathways, herunder 
aktiveringen af S6K og 4EBP, der tilsammen afgør cellens størrelse. Rapamycin insensitiv mTORC2 
kontrollerer hvor en celle vokser. Rheb fremmer aktiviteten af mTORC1 og sandsynligvis også mTORC2, mens 
TSC1/TSC2 kan reducere mTOR aktiviteten gennem en hæmning af Rheb. mTOR aktiviteten reguleres 
indirekte af forskellige vækstfaktorer: Insulin og IGF-1 kan via IRS/PI3K/PDK1-pathwayen aktivere Akt, der 
bl.a. hæmmer TSC1/TSC2; det cellulære energiniveau kan regulere aktiviteten af TSC2 via AMPK; og 
næringsstoffer regulerer mTOR aktviteten enten via Rheb eller TSC1/TSC2. Desuden kan leptin signalering 
stimulere mTOR både ved at aktivere PI3K/Akt-pathwayen via JAK2 eller ved at hæmme AMPK [reviewet i 
Wullschleger et al., 2006; reviewet i Sandoval et al., 2009]. 
Frie aminosyrer regulerer ligeledes mTOR-signalering, men det vides dog ikke præcist 
hvordan [reviewet i Wullschleger et al., 2006]. Det er både blevet foreslået, at dette sker 
gennem hæmning af TSC1/TSC2-komplekset og gennem stimulering af Rheb (se figur 8) 
[Gao et al., 2002; Long et al., 2005].  
Desuden reguleres mTOR af cellens energistatus. Ved et lavt cellulært energiniveau 
aktiveres AMP kinasen (AMPK), som via fosforylering øger aktiviteten af TSC2, hvormed 
mTORC1 signaleringen hæmmes [Inoki et al., 2003]. Aktiviteten af AMPK reduceres ved 
forhøjede niveauer af ATP og Hahn-Windgassen et al. (2005) har foreslået, at Akt kan 
øge dette niveau. I så fald, kan Akt indirekte fremme mTOR aktiviteten, og dermed 
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regulere mTOR via flere forskellige signaleringsveje (se afsnit 3.2.1). Desuden hæmmes 
AMPK af hormonet leptin (se afsnit 3.2.3). 
mTORC1 er som nævnt afgørende for cellens vækst, idet komplekset kan regulere 
proteinsyntese, eksempelvis ved at fosforylere 4E-BP og S6K1, hvilket fører til øget 
translation [reviewet i Wullschleger et al., 2006]. Mekanismerne bag er tilsvarende dem 
i Drosophila (se afsnit 1.3.2), og vil derfor ikke blive uddybet her.  
3.2.2.1 MTOR VED IGANGSÆTTELSE AF PUBERTETEN 
I et studie af Roa et al. (2009a) er det vist, at mTOR er involveret i regulering af 
puberteten, sandsynligvis via modulering af Kiss-1-ekspression i hypothalamus. I studiet 
blev det vist, at akut aktivering af mTOR stimulerede frigivelse af LH i pubertære 
hunrotter. De viste ligeledes i et andet forsøg med pubertære hunrotter, at vedvarende 
aktivering af mTOR delvist eliminerede hypogonadotropisk hypogonadisme, induceret 
ved føderestriktion. Desuden fandt Roa et al. (2009a), at inaktivering af mTOR vha. 
rapamycin medførte forsinket igangsættelse af puberteten. Da det er mTORC1, der er 
mest sensitivt overfor rapamycin, tyder ovenstående resultater på, at mTORC1 er 
betydende for aktiveringen af HPG-aksen [Roa et al., 2009a]. Samtidig førte denne 
inaktivering af mTOR til et signifikant fald i Kiss-1-ekspression i Arc og AVPV.  
3.2.3 LEPTIN  
Hormonet leptin udskilles fra fedtvævet og dets niveau afhænger af kroppens fedtmasse 
[Johnson og Everitt, 2007, s. 144]. Leptin er derfor, ligesom insulin, IGF-1 og mTOR, en 
vigtig komponent i registreringen af næring i mennesket. Leptinniveauet registreres i 
hypothalamus, sandsynligvis i Arc, og regulerer appetit og er derfor afgørende for 
regulering af fødeoptag og kropsvægt [reviewet i Baskin et al., 1999]. Cota et al. (2006) 
har vist, at leptin øger mTOR-aktiviteten i Arc, hvilket indikerer, at leptinaktivitet 
medieres gennem mTOR. Leptin kan fremme mTOR-aktiviteten af flere veje: både ved en 
aktivering af PI3K via Janus kinase 2 (JAK2) og ved en hæmning af AMPK (se figur 8) 
[reviewet i Sandoval et al., 2009]. 
3.2.3.1 LEPTIN VED IGANGSÆTTELSE AF PUBERTETEN 
Det er blevet vist, at leptin har en stimulerende effekt på GnRH-neuronerne, men at 
denne sandsynligvis ikke sker direkte, da GnRH-neuronerne kun udtrykker få 
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leptinreceptorer (LepR) [reviewet i Cunningham et al., 1999]. Dette underbygges 
desuden af Quennell et al. (2009), der i et studie med mus har vist, at blokering af LepR 
lokalt i GnRH-neuronerne ikke havde nogen effekt på fertiliteten, mens en fuldstændig 
blokering af LepR i alle hjernens neuroner resulterede i infertile mus, der ikke undergik 
pubertet. Dette indikerer, at leptin indirekte påvirker GnRH-neuronerne.  
Det er blevet vist, at Kiss-neuronerne udtrykker høje niveauer af LepR, at leptin 
inducerer Kiss-1-ekspression i Arc, og at manglende leptinsignalering medfører en 
kraftig reduktion i udskillelsen af kisspeptin i Arc [reviewet i Smith et al., 2006]. Det er 
ligeledes blevet vist, at leptin, men ikke insulin, kan normalisere niveauet af Kiss-1 
mRNA i rotter med lavt Kiss-1 mRNA-niveau [reviewet i Roa et al., 2009b]. Dette 
indikerer, at leptins stimulerende effekt af GnRH-neuronerne er medieret gennem Kiss-
neuronerne i Arc. Dog har Quennell et al. (2009) gennem deres studie af 
leptinsignalering i mus, foreslået at leptins regulering af GnRH-udskillelse sker gennem 
AVPV.  Der er altså tvivl om, hvorvidt leptin regulerer GnRH-neuronerne gennem Arc 
eller AVPV.  
Roa et al. (2009a) har vist, at leptins effekt på Kiss-neuronerne er medieret af mTOR, 
idet hæmmet mTOR-signalering i hunrotter blokerer leptins effekt ved pubertetens 
start, hvilket resulterer i nedsat Kiss-1 mRNA i Arc. 
Idet GnRH-neuronerne er styrende for hele puberteten og ikke kun for pubertetens 
igangsættelse, er leptins stimulerende effekt på sekretion af kisspeptin ikke 
ensbetydende med, at leptin er afgørende for pubertetens start. Det er således blevet 
vist, at puberteten fremskyndes hos mus, når der gives små doser leptin i den tidlige 
pubertet, men at denne effekt ikke ses i præpubertære rotter [reviewet i Martos-Moreno 
et al., 2009]. Genetiske studier med mennesker viser ligeledes, at leptinniveauet stiger 
under puberteten, men ikke nødvendigvis at stigningen sker inden puberteten og 
derved initierer den [Johnson og Everitt, 2007, s. 144]. 
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Figur 9 – Illustration af nærings indflydelse på neuroner ved pubertetens start [egen illustration]: GnRH-
neuronerne aktiveres af Kisspeptin, men kan muligvis også aktiveres af insulin. Kiss-neuronerne kan 
muligvis aktiveres af IGF-1 og leptin, hvor IGF-1 hovedsagligt påvirker Kiss-neuronerne i nervecentret AVPV, 
mens leptin hovedsagligt påvirker Kiss-neuronerne i Arc [reviewet i Dungan et al., 2006; Gamba og Pralong, 
2006; reviewet i Smith et al., 2006; Hiney et al., 2009].  
Opsummerende kan det siges, at både insulin, IGF-1 og leptin, der alle kan signalere 
gennem mTOR, har en effekt på puberteten. Dog lader det til kun at være IGF-1 og leptin, 
der har en effekt på kisspeptin-udskillelsen, mens insulin påvirker GnRH-neuronerne 
direkte (se figur 9). Desuden ser det ud til, at IGF-1 hovedsageligt agerer i AVPV og 
leptin hovedsageligt agerer i Arc.  
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KAPITEL 4: DISKUSSION 
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Både mennesket og Drosophila gennemgår kønsmodning, hvor den juvenile organisme 
går ind i det adulte stadie, og denne proces er sammenlignelig i de to organismer. I 
mennesket mener man, at det signal der igangsætter kønsmodning er medieret af Kiss-
neuronernes stimulerende effekt på GnRH-neuronerne, mens det i Drosophila menes at 
være medieret af PTTH-neuronerne (se afsnit 3.1 og 1.2). Aktivering af Kiss- og PTTH-
neuroner er knyttet til de respektive organismers næringstilstande.  
Menneskets metabolisme styres blandt andet af hormonerne insulin, leptin og IGF-1, der 
har vist sig at stimulere udskillelsen af GnRH [Gamba og Pralong, 2006; Hiney et al., 
2009; Cunningham et al., 1999; Quennell et al., 2009; reviewet i Smith et al., 2006]. Det 
er dog stadig til diskussion, hvorvidt denne stimulering sker igennem Kiss-neuronerne 
[Gamba og Pralong, 2006; reviewet i Roa et al., 2009b].   
På baggrund af den behandlede litteratur har vi fundet, at insulin ikke stimulerer Kiss-
neuronerne, men sandsynligvis stimulerer GnRH-neuronerne direkte (se afsnit 3.2.1.1). 
Insulinfølsomheden ser ud til at ændres omkring puberteten [Potau et al., 1997], og 
desuden kan insulin øge steroidgenese [DiMartino-Nardi, 1998]. Insulin lader derfor til 
at have betydning for puberteten.  
At insulin kan aktivere GnRH-neuronerne udenom Kiss-neuronerne viser, at GnRH-
neuronerne også kan aktiveres af andet end Kiss-neuroner (se ”Kapitel 5: 
Perspektivering”). Det er dog dokumenteret, at en intakt Kiss/GPR54-pathway er en 
vigtig forudsætning for pubertetens start [reviewet i Dungan et al., 2006].  
 
IGF-1-niveauet stiger forud for puberteten og kan højst sandsynligt aktivere Kiss-
neuroner, i AVPV men ikke i Arc, ved pubertetens start [Tam, 2006; Hiney et al., 2009; 
Hiney et al., 1996]. Ekspressionen af genet for IGF-1 stiger dog ikke i hypothalamus, men 
i leveren, forud for pubertetens start, hvilket indikerer, at perifert dannet IGF-1 kan 
agere i hypothalamus [Hiney  
et al., 1996]. Colombani et al. (2003) har fundet at PI3K/Akt-pathwayen i perifere væv 
bliver nedreguleret, når dTOR-aktivitet i fedtlegemet falder. Dette kan betyde, at 
fedtlegemet i fluen kan regulere IIS-aktiviteten i perifere væv, ligesom leveren lader til 
at kunne gøre det i mennesket. Sammenholdes resultaterne fra de to forskningsgrupper 
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kan det ligeledes tyde på, at menneskets lever har en næringsregistrerende funktion 
tilsvarende fedtlegemets i Drosophila.  
 
Leptinniveauet stiger under puberteten og flere studier indikerer, at leptin har en 
stimulerende effekt på Kiss-neuronerne i Arc [Cota et al., 2006; reviewet i Smith et al., 
2006]. Dog er det også foreslået, at leptin kan stimulere Kiss-neuronerne i AVPV (se 
afsnit 3.2.1.1) [Quennell et al., 2009]. Derudover fører en fuldstændig blokering af LepR i 
alle hjernens neuroner til manglende pubertet i mus [Quennell et al., 2009], hvilket 
tyder på, at leptin er essentiel for igangsættelse af puberteten. 
IGF-1 og leptin ser således ud til at påvirke Kiss-neuroner i to forskellige nervecentre af 
hypothalamus, henholdsvis AVPV og Arc. Reguleringen af GnRH-neuronerne via 
stimulans fra Kiss-neuroner kunne derfor tænkes at variere, alt efter hvilket 
nervecenter denne stimulans kommer fra.  I afsnit 3.1 beskrives hvordan køns-
hormonerne østradiol og testosteron sandsynligvis kan stimulere Kiss-neuronerne via 
en negativ feedback i Arc og en positiv feedback i AVPV [reviewet i Dungan et al., 2006]. 
Vi foreslår ud fra dette, at den første stimulering af Kiss-neuronerne ved pubertetens 
start kunne ske gennem Arc, mens den videre opretholdelse af systemet kunne ske 
gennem AVPV, grundet positiv feedback.  
 
Fælles for Insulin, IGF-1 og leptin er, at de alle kan sætte gang i intracellulære processer, 
der involverer mTOR [reviewet i Saltiel og Kahn, 2001; Cota et al., 2006; reviewet i 
Sandoval et al., 2009; Roa et al., 2009a]. mTOR-signalering ligner i høj grad dTOR-
signalering, ligesom at Insulin/IGF-1-pathwayen i mennesket kan sammenholdes med 
IIS-pathwayen i Drosophila (se afsnit 3.2.1 og 1.3.1). Samspillet mellem dTOR og IIS er 
tilsyneladende meget komplekst, hvilket sandsynligvis også er tilfældet for insulin/IGF-
1 og mTOR-samspillet i mennesket. Dette understreges af, at insulin også signalerer 
gennem andre pathways end den, der kan aktivere mTOR, såsom signalering via MAPK 
[reviewet i Bost et al., 2005].  
I ”Kapitel 2: Videnskabelig artikel” diskuterer vi, hvorvidt effekten af dTOR-aktivitet er 
forskellig afhængigt af hvilke pathways, der aktiverer denne. Man kunne forestille sig, at 
der er forskel på de enkelte pathways aktivitet, f.eks. afhængig af organismens 
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udviklingsstadie og næringstilstand. Ligesom vi hos Drosophila har foreslået, at dTOR-
aktivitet kan have forskellig effekt i henholdsvis fedtlegeme, PG og PTTH-neuronerne, 
kan det tænkes, at mTOR-aktivitet forskellige steder i mennesket, såsom i fedtvæv og 
hypothalamus, ikke har samme effekt. Det er også en mulighed, at det enkelte 
nervecenter kan skelne imellem akutte og kroniske perioder med bestemte hormoner 
og derefter mediere forskellige signaler. 
Vi har i artiklen foreslået, at en lav dTOR-aktivitet, grundet stoppet fødeoptag efter 
opnåelse af kritisk vægt, er et af de signaler, der fører til aktivering af PTTH-neuronerne 
ved metamorfosens start. Vi mener dog ikke, at lav mTOR-aktivitet i mennesket vil have 
samme effekt, da mangel på føde inden pubertetens start vil være et signal om at 
udskyde puberteten, da dette er en yderst energikrævende proces. Således er det muligt, 
at TOR-signalering kan have forskellige effekter i mennesket og Drosophila. 
En lighed mellem de to organismer er nødvendigheden af, at passere forskellige 
næringsrelaterede checkpoints før kønsmodning kan initieres. Det er i den forbindelse 
interessant, at det afgørende checkpoint i mennesket er at opnå kritisk fedtmasse, mens 
det i Drosophila lader til at være hele organismens vægt [reviewet i Mirth og Riddiford, 
2007]. Hvordan organismerne registrerer, at kritisk vægt eller fedtmasse er opnået, er 
dog endnu ikke klart, men signalering gennem metabolske pathways i Kiss- og PTTH-
neuronerne er tilsyneladende en betydende faktor. 
I mennesket kan et tilstrækkeligt leptinniveau tænkes at være en af de faktorer, der 
signalerer, at kroppen har opnået kritisk fedtmasse, idet leptin udskilles fra fedtvævet. I 
mennesket kan leptins effekt medieres gennem mTOR [Cota et al., 2006]. Da leptin ikke 
findes i Drosophila, kan det tænkes, at dTORs aktivitet i Drosophila reguleres af et 
hormon, tilsvarende leptin, der registrerer næring.  Det kunne derfor være interessant 
at undersøge, om den kritiske vægt i Drosophila reelt er et udtryk for kritisk fedtmasse. 
 
Opsummerende kan siges, at forbindelsen mellem næring og Kiss- og PTTH-neuroner 
endnu ikke er fuldt forstået. I Drosophila er IIS- og dTOR-signalering dog central i 
forhold til denne kobling. Vores resultater understreger, at disse pathways indgår i et 
komplekst sammenspil. Således lader det til, at IIS- og dTOR-pathwayen på trods af at 
være forbundne også kan fungere uafhængigt af hinanden. Der er ligeledes flere andre 
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mekanismer, der indgår i koblingen mellem næring og stimuleringen af PTTH-
neuronerne, der fører til igangsættelse af metamorfosen hos Drosophila.  
Mange studier tyder på, at især leptin og IGF-1 i mennesket er vigtige for koblingen 
mellem næring og igangsættelse af pubertet via Kiss-neuronerne [Hiney et al., 2009; 
Tam et al., 2006; Quennell et al., 2009; Roa et al., 2009a]. Insulin, der umiddelbart ikke 
stimulerer Kiss-neuronerne, er dog også vigtigt for puberteten, og dette viser, at Kiss-
neuronerne ikke alene regulerer puberteten. At insulin, IGF-1 og leptin alle synes 
essentielle for timingen af puberteten illustrerer, at pubertetens igangsættelse ikke blot 
afhængig af én, men flere forskellige signaleringer. 
mTOR spiller en central rolle for mediering af signalering fra leptin, IGF-1 og insulin. 
Den forskellige effekt af disse hormoner tyder på, at der kan være en forskellig effekt af 
mTOR-aktivering, afhængigt af hvor og hvordan mTOR aktiveres. Det vil kræve 
yderligere forskning at opnå en klarlæggelse af mekanismerne involveret i koblingen 
mellem næring og kønsmodning.  
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KAPITEL 5: PERSPEKTIVERING 
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Udover de faktorer vi har belyst i vores projekt, tyder forskning på, at også andre 
neuroner, end Kiss-neuronerne, er involverede i reguleringen af GnRH-neuronerne og 
dermed igangsættelse af puberteten.  
Blandt andre regulerende neuroner kan nævnes Neuropeptid Y (NPY)-neuroner og γ-
aminobutyric acid (GABA)-neuroner, der kan regulere GnRH-udskillelse – evt. i et 
samspil med Kiss-neuronerne [reviewet i Pralong, 2010; reviewet i Terasawa et al., 
2010].  
GABA er en neurotransmitter, der regulerer udskillelsen af GnRH inden pubertetens 
start [reviewet i Pralong, 2010; reviewet i Terasawa et al., 2010]. Det er vist, at 
blokering af GABA øger udskillelsen af både kisspeptin og GnRH, hvilket tyder på, at 
GABA hæmmer udskillelsen af GnRH via Kiss-neuronerne, og dermed indgår i samspillet 
mellem de to [reviewet i Terasawa et al., 2010]. Det kunne derfor være interessant at 
undersøge, hvorledes GABA-neuronerne reguleres, samt hvor betydende GABA er for 
pubertetens start. Andre neuroner, der kunne være interessante at undersøge nærmere 
er NPY-neuroner, der ligesom GABA-neuronerne, spiller en rolle i reguleringen af GnRH-
neuronerne [reviewet i Pralong, 2010]. Når der er mangel på næring, øges niveauet af 
NPY, der har en hæmmende effekt på GnRH-neuronerne og kønsmodningen forsinkes 
[reviewet i Pralong, 2010].  
Foruden insulin, IGF-1 og leptin, har andre næringsrelaterede hormoner ligeledes vist 
sig, at kunne influere på pubertetens start i mennesket. Som eksempel kan nævnes at 
Melanine Concentrating Hormone (MCH), der opreguleres ved underernæring, 
forstyrrer eller ligefrem blokerer kisspeptins stimulans af GnRH-neuronerne [Qu et al., 
1996; Wu et al., 2009], hvilket indikerer, at MCH kan have en hæmmende effekt på 
pubertetens start. Dette er yderligere et interessefelt for den videre forskning. 
I Drosophila  kan man som tidligere nævnt  ligeledes forestille sig, at andre faktorer kan 
være betydende for igangsættelsen af metamorfosen (se ”Kapitel 2: Videnskabelig 
artikel”). Det er eksempelvis vist at checkpoints, der registrerer vævsudvikling er 
betydende for timingen af metamorfosen, og at disse muligvis reguleres af retinoider 
[Halme et al., 2010].  
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Det kan desuden også diskuteres, hvorledes næringstilstanden kan have forskellig effekt 
på igangsættelsen af pubertet hos henholdsvis hankøn og hunkøn. Studier tyder på, at 
koblingen mellem et tilstrækkeligt energilager og igangsættelse af pubertet især gælder 
for hunkøn, men sandsynligvis også har betydning for hankøn [reviewet i Roa et al., 
2009b]. Dette kan også hænge sammen med, at der på nuværende tidspunkt er flere 
studier, der dokumenterer koblingen mellem næringstilstand og igangsættelse af 
pubertet hos hunner end hos hanner. Vi foreslår derfor ligeledes yderligere forskning i, 
hvilke kønsforskelle, der kan være i næringstilstandens indflydelse på igangsættelse af 
pubertet og metamorfose. 
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Figur A – Resultater 
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BILAG 1: VALG AF KRYDS OG METODE FOR SCREENINGSFORSØG 
 
OPSTILLEDE KRYDS 
PTTH-GAL4 X UAS-ECR-RNAI 
I mennesket reguleres hormoner via feedbackaktivitet af Kiss-neuronerne. Om steroidet 
ecdyson ligeledes kan regulere aktiviteten af PTTH-neuronerne i Drosophila vides ikke. 
Dette undersøger vi ved at nedregulere EcR i PTTH-neuronerne. Hvis ecdyson udfører 
negativ feedback på PTTH-neuronerne, må metamorfosen fremskyndes, når EcR 
nedreguleres i disse. Hvis ecdyson udfører en positiv feedback, forventer vi modsat, at 
metamorfosens igangsættelse forsinkes.   
PTTH-GAL4 X UAS-MET-RNAI 
Høje niveauer af JH sørger for, at Drosophila-larver ikke undergår metamorfose, før der 
er opnået en kritisk vægt i det tredje larvestadie. Kun ved lave niveauer af JH, kan PTTH 
frigives. For at undersøge om JH direkte hæmmer udskillelsen af PTTH, nedregulerer vi 
met genet der koder for receptoren for JH i PTTH-neuroner. Såfremt JH direkte hæmmer 
en aktivering af PTTH-neuronerne, må metamorfosens start fremskyndes, når vi 
nedregulerer met i PTTH-neuronerne.  
PTTH-GAL4 X UAS-INR OG PTTH-GAL4 X UAS-INR-RNAI 
Næringstilstand er betydende for igangsættelsen af metamorfosen, da Drosophila-larver 
må opnå en kritisk vægt, før metamorfosen kan startes. IIS-pathwayen er med til at 
regulere næringstilstand i Drosophila og kan derfor tænkes at være en af de faktorer, der 
kan aktivere fluens PTTH-neuroner. Dette undersøger vi ved henholdsvis at 
overudtrykke og nedregulere InR i PTTH-neuronerne. Såfremt IIS-pathwayen aktiverer 
PTTH-neuronerne, forventer vi, at metamorfosens start fremskyndes, når vi 
overudtrykker InR, og at metamorfosens start udskydes, når vi nedregulerer 
insulinreceptoren.   
 
PTTH-GAL4 X UAS-TSC1/TSC2 OG PTTH-GAL4 X UAS-RHEB 
dTOR er ligeledes en vigtig mediator for næring. For at undersøge om dTOR kan 
aktivere PTTH-neuronerne i Drosophila, overudtrykker vi henholdsvis rheb og tsc1/tsc2 
i disse neuroner. Når vi overudtrykker rheb, forventer vi, at dTORs aktivitet opreguleres, 
hvorimod dTOR hæmmes, når tsc1/tsc2 overudtrykkes. Såfremt dTOR aktiverer PTTH-
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neuronerne, vil vi derfor forvente, at metamorfosens start fremskyndes, når rheb bliver 
overudtrykt, og at metamorfosens start forsinkes, når tsc1/tsc2 overudtrykkes.  
METODE 
I screeningsforsøget opsatte vi følgende kryds: ptth-Gal4 x UAS-EcR-RNAi, ptth-Gal4 x 
UAS-met-RNAi, ptth-Gal4 x UAS-InR-RNAi og ptth-Gal4 x UAS-tsc1/tsc2. Æglægning 
foregik tre døgn senere, på æblejuice-agarplader påført lidt gær, i tre timer ved 25 °C. 
Efter 24 timer blev ca. 30 nyklækkede larver overført til rør med fluemad. Herefter 
observeredes rørene tre gange i døgnet, og antallet af pupper blev noteret. 
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BILAG 2: KONSTRUKTION AF DROSOPHILA-LINJER  
RNAI 
I vores forsøg bruger vi RNAi til at nedregulere udtrykket af visse gener i Drosophilas to 
par PTTH-producerende neuroner. I disse neuroner driver ptth-promotoren 
transskriptionen af genet ptth. RNAi benyttes ofte som metode til at teste et gens 
funktion ved at nedregulere det enkelte gens aktivitet og studere den efterfølgende 
virkning. 
Vi arbejder med en bananfluelinje, hvor der er en ptth-promoter efterfulgt af genet gal4, 
der er en transkriptionsfaktor, som stammer fra gær. I disse fluer driver ptth-
promoteren transkriptionen af gal4, så de PTTH-producerende neuroner indeholder 
transkriptionsaktivator-proteinet Gal4. De andre bananfluelinjer, vi bruger, har en UAS 
(Upstream Activation Sequence) promoter, der ligesom gal4 stammer fra gær. Efterfulgt 
af denne promoter har vi en RNAi-konstruktion. Når Gal4 binder sig til UAS-promoteren, 
driver den transkriptionen af RNAi-konstruktionen. Dette vil kun ske i de to par PTTH-
producerende neuroner, da det kun er i disse, Gal4 er til stede. RNAi-konstruktionen 
transkriberes til mRNA, der kan danne en hairpin-struktur. Den dannede hairpin mRNA 
nedbrydes til mindre mRNA-molekyler af et enzym kaldet dizer. Dizer bliver 
efterfølgende inkorporeret i et proteinkompleks kaldet RNA-induced silencing complex, 
RISC. Dette kompleks katalyserer en opsnoning af det dobbeltstrengede mRNA-
molekyle til en enkeltstrenget sekvens. Komplekset binder sig herefter til en mRNA-
streng med en komplementær sekvens og proteinet, som sekvensen koder for, hæmmes 
på det pågældende gen. 
Princippet for RNAi er illustreret på figuren nedenfor.  
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RNAi [egen illustration]: Når man krydser ptth-Gal4 med en UAS-RNAi-linje, vil Gal4 aktivere UAS-promoteren, 
som driver transkriptionen af RNAi-konstruktionen. mRNA danner en hairpin, som nedbrydes til mindre mRNA-
molekyler af enzymet dizer. De mindre stykker mRNA inkorporeres i proteinkomplekset RISC, som katalyserer 
opsnoning af det dobbeltstrengede mRNA til en enkeltstrenget sekvens. Herefter binder komplekset sig til et 
mRNA med en komplementær sekvens, og proteinet som mRNA koder for hæmmes.   
De RNAi-linjer vi benytter er konstrueret i plasmider og overført til fluens kromosom 
vha. to p-elementer og enzymet transposase. P-elementer er en bestemt sekvens, der 
kan genkendes af transposase, der derefter fjerner sekvensen mellem de to p-elementer 
og indsætter denne på fluens kromosom. Vi har dog ikke selv konstrueret RNAi-linjerne.  
BALANCEKROMOSOM 
Et balancekromosom er et kromosom, der balancerer en mutation. Balancekromosomer 
kan være nødvendige at benytte, hvis den mutation der ønskes undersøgt, er dødelig i 
homozygote fluer. Mutationer, der er dødelige i homozygote fluer, vil under normale 
forhold bortselekteres over flere generationer. For at undgå dette kan man indsætte et 
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balancekromosom. Balancekromosomer er designet således, at fluer, der har to 
balancekromosomer og derved er homozygote, dør. Dette vil sige, at alle fluer der 
overlever vil være heterozygote og have én kopi af balancekromosomet og én kopi af det 
muterede kromosom, og den ønskede mutation bevares igennem alle generationerne. 
Balancekromosomer er ligeledes designet, så der ikke kan ske rekombination under 
meiosen. Dette er gjort ved, at der er sat mange inversions ind i kromosomet, så der 
dannes hairpin-lignende strukturer. Derved kan kromosomet ikke line up under 
meiosen og derfor kan rekombinationen ikke ske. 
Vi benytter balancekromosomet TM6 med mutationerne Tubby (Tb), der giver små 
buttede pupper og fluer, og Hubbert (Hu), der giver fluer med lange hår på thorax.  
 
I vores forsøg bruges balancekromosomer i UAS-InR-linjen og UAS-rheb-linjen.  I UAS-
InR-linjen er homozygote fluer med UAS-InR-sekvensen levedygtige, og vi selekterede 
derfor de andre fra, inden vi krydsede linjen med ptth-Gal4-linjen. I UAS-rheb er 
homozygote fluer slet ikke levedygtige. Når de krydses med ptth-Gal4 fluer, vil det 
derfor resultere i afkom med to genotyper. Genotyperne er vist i skemaet herunder. 
/  rheb TM6 
ptth ptth/rheb ptth/TM6 
ptth ptth/rheb ptth/TM6 
  
Mutationen UAS-rheb er altså kun til stede i 50 % af afkommet. Idet Tb mutationen på 
TM6 kromosomet giver små buttede pupper, kan vi skelne mellem de to forskellige 
genotyper, og vi kan derfor undlade at medregne TM6 fluerne i vores statistik. 
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BILAG 3: RESULTATER FOR DET EGENTLIGE EKSPERIMENT 
 
Linje: ptth> ptth>InR ptth>InR -RNAi ptth>Rheb ptth>tsc1/tsc2 
Glas: 1 2 3 1 2 3 1 2 1 2 3 1 2 3 
Timer 
efter 
æglægning 
Antal pupper 
94,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
98,0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
115,5 1 4 4 3 2 3 0 0 0 0 1 6 0 0 
118,0 7 5 5 2 2 4 0 0 0 0 1 7 3 1 
121,5 9 9 8 4 3 7 0 1 0 5 2 4 7 3 
139,0 10 5 7 12 18 9 22 15 6 8 7 5 12 18 
142,0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 4 1 0 0 
145,5 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
163,5 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 1 
166,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
170,0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
187,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
Linje ptth> ptth>InR 
ptth>InR-
RNAi ptth>Rheb ptth>tsc1/tsc2 
T50 
118,8 120,8 131,8 125,9 128,8 
120,1 126,8 131,6 131,7 123,7 
119,5 124,4  x 130,2 117,5 
Gennemsnit 119,5 124,0 131,7 129,3 123,3 
SD 0,682 3,070 0,132 3,013 5,674 
n 3 3 2 3 3 
SE 0,394 1,772 0,094 1,740 3,276 
 
ANOVA TEST 
Source Type III SS df Mean Squares F-Ratio p-Value 
BEHNADLING$ 248,348 4 62,087 5,460 0,016 
Error 102,332 9 11,370     
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TUKEY’S HSD TEST 
BEHNADLING$(i) BEHNADLING$(j) Difference p-Value 95% Confidence Interval 
ptth>InR-RNAi ptth>InR 7,728 0,171 -2,623 18,078 
ptth>InR-RNAi ptth>tsc1/tsc2 8,418 0,125 -1,933 18,768 
ptth>InR-RNAi ptth>Rheb 2,443 0,926 -7,908 12,793 
ptth>InR-RNAi ptth> 12,247 0,020 1,896 22,597 
ptth>InR ptth>tsc1/tsc2 0,69 0,999 -8,568 9,948 
ptth>InR ptth>Rheb -5,285 0,373 -14,543 3,973 
ptth>InR ptth> 4,519 0,510 -4,739 13,777 
ptth>tsc1/tsc2 ptth>Rheb -5,975 0,272 -15,233 3,283 
ptth>tsc1/tsc2 ptth> 3,829 0,648 -5,429 13,087 
ptth>rheb ptth> 9,804 0,037 0,546 19,062 
 
 
